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SEZNAM KRATIC IN OKRAJŠAV 
 
ABTI  aspiracijska biopsija s tanko iglo 
AFP  alfa-1-fetoprotein 
 BSA  goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CAP   Združenje ameriških patologov (angl. College of American Pathologists) 
CK  citokeratin 
 EFCS   Evropska zveza citoloških društev (angl. European Federation of Cytology Societies) 
ER  estrogenski receptorji 
FFVP  histološki vzorci, fiksirani v formalinu in vklopljeni v parafin  
GMA   aktin gladkih mišic 
 HCC   hepatocitni antigen (angl. hepatocellular carcinoma) 
 HMB45   melanosomski antigen 
ICK  imunocitokemija 
 IHK   imunohistokemija 
 IR  imunoreaktivnost 
LBC  tekočinska citologija (angl. liquid based cytology) 
NEQAS  
  
Zunanja kontrola kvalitete Velike Britanije (angl. National external quality 
 assessment service) 
PBS  fosfatni pufer (angl. phosphate buffer solution) 
PEG   polietilen glikol 
PSA  prostata specifični antigen 
RA   razkrivanje antigenov 
RAVT   razkrivanje antigenov z visoko temperaturo 
RCC  označevalec karcinoma ledvičnih celic (angl. renal cell carcinoma) 
 TTF-1   transkripcijski faktor ščitnice (angl. thyroid transcription factor) 
UZ ABTI   ultrazvočno vodena aspiracijska biopsija s tanko iglo  
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IZVLEČEK 
 
Ozadje: Za imunocitokemično (ICK) dokazovanje diagnostičnih in napovednih dejavnikov na 
citoloških vzorcih smo razvili enostaven in učinkovit postopek priprave preparatov, pri katerem 
citološke vzorce suspendiramo v celičnem mediju in s citocentrifugo pripravimo potrebno število 
dodatnih preparatov, ki jih fiksiramo in do uporabe shranimo v metanolu. 
Namen raziskave: Ugotoviti, ali postopek priprave citoloških vzorcev za ICK, ki smo ga razvili, 
dobro ohrani imunoreaktivnost antigenov in zagotavlja zanesljivo ICK-dokazovanje 
diagnostičnih in napovednih dejavnikov.  
Materiali in metode: Vse vzorce za ICK smo suspendirali v celičnem mediju in pripravili 
citospine. Na humani celični liniji raka dojke (MFC-7) smo najprej potrdili, da fiksacija in 
shranjevanje citospinov v metanolu, dobro ohrani imunoreaktivnost estrogenskih receptorjev 
(ER) in določili pogoje ICK-reakcije, nato smo to potrdili še na vzorcih aspiracijskih biopsij 
(ABTI) raka dojke. Na različnih citoloških vzorcih smo ugotavljali, ali fiksacija tako 
pripravljenih citospinov v metanolu dobro ohrani tudi imunoreaktivnost označevalcev 
pripadnosti (CD3, CD10, CD20, CD30, CD31, CD45, CD56, CD68, CD117, CD138), 
citokeratinov (MNF116, AE1/AE1, CK 7, CK 19, CK 20), drugih intermediarnih filamentov 
(dezmina, gladkomišičnega aktina, vimentina) in še 20 drugih diagnostično pomembnih 
označevalcev (α1-fetoproteina, hepatocitnega antigena, HMB45, kalcitonina, kalretinina, 
kromogranina, Ki67 antigena, MelanA, MOC31, p53 in p16, P504S, PSA, progesteronskih 
receptorjev, RCC, S100, sinaptofizina, tiroglobulina, TTF1, WT-1). Rezultate ICK-reakcij na 
citospinih, pripravljenih iz diagnostičnih citoloških vzorcev in citoloških vzorcev, pripravljenih 
iz svežih histoloških vzorcev, smo primerjali z rezultati imunohistokemičnih (IHK) reakcij na 
odgovarjajočih histoloških vzorcih, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin (FFVP). Za 
ugotavljanje razlik v deležu ER pozitivnih celic glede na način fiksacije smo uporabili Duncanov 
test za zvezne spremenljivke, za analizo skladnosti ICK- in IHK-reakcij pa Cohenov kapa 
koeficient (κ).  
Rezultati: Na citospinih, fiksiranih v metanolu, smo ugotovili najvišji delež ER pozitivnih celic 
MCF-7 z najnižjo variabilnostjo (72 ± 5 %) in popolno skladnost rezultatov določanja ER na 
citoloških in odgovarjajočih FFVP-vzorcih (52/52, 100 %, κ = 1,00). Fiksacija v metanolu je 
dobro ohranila tudi imunoreaktivnost vseh drugih 38 testiranih antigenov.  
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Skladnost ICK-rezultatov na citospinih pripravljenih iz diagnostičnih citoloških vzorcev in 
svežih histoloških vzorcev, z IHK-rezultati na FFVP-vzorcih, je bila v obeh skupinah vzorcev 
zelo visoka (141/146, 97 %, κ = 0,93 in 81/86, 94 %,  κ = 0,88). 
Ugotovitve: Postopek priprave citoloških vzorcev za ICK, ki smo ga uporabili v naši raziskavi, 
je enostaven, učinkovit in zagotavlja zanesljive ICK-rezultate. 
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ABSTRACT 
 
Background: A simple and efficient slide preparation procedure was developed for 
immunocytochemical (ICC) detection of diagnostic and prognostic factors on cytological 
samples where required numbers of cytospins fixed and stored in methanol were prepared from 
samples suspended in a cell medium. 
Aim: To determine the reliability of ICC detection of different diagnostic and prognostic 
markers on cytological samples processed according to our slide preparation procedure.  
Methods: Cytospins for all ICC reactions were prepared from samples suspended in buffered 
based cell medium. Preservation of immunoreactivity after fixation and storage of cytospins in 
methanol as well as optimal conditions for reliable ICC detection were first determined for 
estrogen receptors (ER) on a human breast cancer cell line (MCF-7) and then confirmed on fine 
needle aspiration biopsies (FNAB) of breast cancer. The same fixation and storage procedure 
was then evaluated on cytospins prepared from different cytological samples for CD markers 
(CD3, CD10, CD20, CD30, CD31, CD45, CD56, CD68, CD117, CD138), cytokeratins 
(MNF116, AE1/AE1, CK 7, CK 19, CK 20), intermediate filaments (desmin, smooth muscle 
actin, vimentin) and 20 other diagnostic markers (α1-fetoprotein, calcitonin, calretinin, 
chromogranin, HMB-45, HCC, Ki67, MelanA, MOC31, p53 in p16, progesterone receptors, 
P504S, PSA, RCC, S100, synaptophysin, thyroglobulin, TTF-1, WT-1). The reliability of ICC 
reactions was determined evaluating the concordance of ICC reactions between cytospins 
prepared from diagnostic cytological samples, cytological samples prepared from fresh biopsies, 
and immunohistochemical (IHC) reactions on corresponding formalin fixed paraffin embedded 
(FFPE) tissue sections. Differences in percentages of ER positive MCF-7 cells after different 
fixation and storage procedures were analysed with Duncan test, while Cohen kappa test (κ) was 
used for analysis of concordance between ICC and IHC reactions.  
Results: The highest percentage of ER positive MCF-7 cells with the lowest variability (72 ± 5 
%) and complete concordance between ICC and IHC assessment of ER on cytological and 
corresponding FFPE samples (52/52, 100 %, κ = 1,00) was found on cytospins fixed and stored 
in methanol. Fixation of cytospins in methanol also preserved immunoreactivity of all other 38 
markers evaluated. High concordance between ICC results on methanol fixed cytospins prepared 
from diagnostic cytological samples and cytological samples prepared from fresh biopsies with 
12 
 
IHC results on corresponding FFPE tissue sections was found in both tested groups (141/146, 97 
%, κ = 0,93 in 81/86, 94 %, κ = 0,88). 
Conclusion: The cytological sample processing procedure for ICC evaluated in this study is 
simple, efficient and yield reliable results. 
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1 UVOD 
1.1 Imunohistokemija (IHK) 
 
Imunohistokemija (IHK) je metoda, pri kateri s kombinacijo imunoloških, histoloških in 
biokemičnih tehnik prikažemo specifično tarčno molekulo v tkivni rezini (1). V najširšem 
pomenu so IHK vse metode, pri katerih se za dokazovanje oziroma prikaz tarčnih molekul v 
svežih, zmrznjenih ali fiksiranih tkivnih rezinah uporabljajo na različne načine označena 
protitelesa (2). V ožjem pomenu besede pa je IHK-metoda določanja tarčnih molekul z encimsko 
označenimi protitelesi v standardno pripravljenih histoloških vzorcih, ki so fiksirani v formalinu 
in vklopljeni v parafin (3).  
Od prve preproste imunofluorescenčne tehnike za prikaz mikroorganizmov v zamrznjeni tkivni 
rezini, objavljeni leta 1941 (4) se je IHK razvila v uveljavljeno dodatno diagnostično metodo, ki 
ima pomembno vlogo na vseh področjih diagnostične in raziskovalne histopatologije (3, 5, 6). V 
zadnjih desetletjih zanimanje za to metodo zelo hitro narašča, kar se kaže v eksponencialnem 
naraščanju števila znanstvenih objav, kjer se  imunohistokemija pojavi v naslovu ali izvlečku 
prispevka (5). Razvoj in široko uporabnost metode so omogočila številna odkritja in tehnične 
izboljšave, zaradi katerih lahko sedaj hitro, enostavno in zanesljivo določamo različne molekule 
v standardno pripravljenih histoloških vzorcih.  
Med pomembnejše mejnike v razvoju IHK štejemo uporabo hrenove peroksidaze kot 
označevalca protiteles, ki sta jo prvič opisala Avrameas (7) in Nakane s sodelavci (8), saj je to 
omogočilo opazovanje IHK-reakcij z  navadnim svetlobnim mikroskopom. Leta 1974 sta Taylor 
in Burns (9) dokazala, da je s protitelesi, označenimi s hrenovo peroksidazo, mogoče dokazati 
imunoglobuline v vzorcih, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin. Nadaljnji poskusi 
dokazovanja molekul v FFVP so pokazali, da fiksacija s formalinom spremeni nekatere molekule 
do take mere, da jih protitelesa ne prepoznajo več. To je sprožilo iskanje in raziskovanje 
alternativnih fiksativov, ki je pokazalo, da ni idealnega fiksativa, ki bi bil primeren za vse 
antigene in bi pri tem ohranili morfologijo tkiva tako dobro kot formalin (10). Šele razvoj 
encimskih (11) in toplotnih postopkov (12) za razkrivanje antigenov, s katerimi je mogoče 
popraviti posledice delovanje formalina na konformacijo proteinov in tako izboljšati njihovo 
prepoznavnost za protitelesa, je povečal in razširil možnosti za dokazovanje molekul v 
standardno pripravljenih histoloških vzorcih, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin. K 
razvoju in široki uporabnosti IHK je pripomogel tudi intenziven razvoj na področju izdelave 
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visoko specifičnih monoklonskih protiteles, bolj občutljivih  detekcijskih sistemov, učinkovitih 
postopkov predpriprave tkivnih rezin in avtomatizacija postopkov IHK-barvanja (3). 
V zadnjem času so se zaradi nove vloge, ki jo ima IHK v določanju napovednih dejavnikov izida 
bolezni in odgovora na terapijo, povečale zahteve po zanesljivosti, občutljivosti in specifičnosti 
IHK-reakcij, kar je vodilo do večje regulacije področja z navodili in priporočili glede 
optimizacije, standardizacije in validacije postopkov (3).  
 
1.1.1 Imunohistokemija v tumorski patologiji 
 
Na področju tumorske patologije ima IHK osrednjo vlogo v diagnostiki in klasifikaciji tumorjev 
ter ugotavljanju izvora zasevkov (13-16). Za osnovno opredeljevanje slabo diferenciranih in 
anaplastičnih tumorjev je še vedno najpomembneje IHK-določanje tipa intermediarnih 
filamentov in skupnega označevalca hematopoetske celične linije CD45 (13, 17).  
Za karcinome je značilno izražanje citokeratinov, ki so specifičen označevalec vseh epitelijskih 
celic (13, 15). Na podlagi molekulske teže so citokeratini razvrščeni v več kot 20 podtipov (18). 
Prisotnost oziroma izražanje posameznih podtipov citokeratinov je odvisna od vrste epitelija, 
organa in diferenciacije celic (3). Tako je na primer CK 7 prisoten pri večini karcinomov, razen 
pri karcinomih črevesa, prostate, ledvic in priželjca, medtem ko je CK 20 prisoten pri večini 
karcinomov črevesa in tumorjev Merklovih celic (19). 
Prisotnost dezmina kaže na mišično diferenciacijo tumorja (3, 20), nevrofilamenti in glialni 
fibrilarni kisli protein pa so prisotni v tumorjih, ki izvirajo iz perifernega ali centralnega živčnega 
sistema (3). Vimentin je med intermediarnimi filamenti najmanj specifičen, saj je prisoten v 
mezenhimskih in tudi številnih drugih neoplazmah (21, 22). Osnovni označevalec 
hematopoetske celične linije CD45 je transmembranski glikoprotein, ki je prisoten v večini 
diferenciranih hematopoetskih celicah, razen na eritrocitih in trombocitih (23, 24). 
Pri bolj natančnem opredeljevanju tipa tumorja in izvora zasevkov si pomagamo še z IHK-
dokazovanjem prisotnosti nekaterih tkivno značilnih antigenov (npr. prostatični specifični 
antigen, melanosomsko specifični glikoprotein, tiroglobulin, kromogranin, faktor VIII, TTF-1), 
hormonov in hormonskih receptorjev (kalcitonin, estrogenski in progesteronski receptorji), 
onkofetalnih antigenov (alfa fetoprotein, karcinoembrionalni antigen) in dokazovanje številnih 
označevalcev pripadnosti (CD – Cluster of differentiation) (13, 16, 22).  
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Danes je opisanih že več kot 200 različnih označevalcev, ki jih lahko IHK dokazujemo v 
standardno pripravljenih FFVP-vzorcih. To so po strukturi, funkciji in lastnostih zelo različne 
molekule, ki jih glede na lokalizacijo delimo na membranske (različni receptorji, CD-antigeni, 
molekule medceličnih stikov), jedrne (proteini celičnega ciklusa, encimi, transkripcijski faktorji, 
hormonski receptorji, virusni proteini) in citoplazemske (intermediarni filamenti, hormoni, 
molekule v organelih) antigene (25). 
 
1.1.2 IHK-določanje napovednih dejavnikov poteka bolezni in odgovora na terapijo 
 
Razvoj novih tehnologij in odkritja na področju karcinogeneze so omogočila identifikacijo 
molekul, ki odločilno vplivajo na razvoj in potek bolezni in so tarča sodobnih zdravil (npr. 
monoklonska protitelesa, inhibitorji tirozinskih kinaz). Zaradi enostavnosti, dostopnosti in 
možnosti hitrega prikaza lokalizacije specifičnih molekul se IHK vse bolj uporablja za določanje 
prisotnosti specifičnih molekul, s katerimi opredelimo agresivnost tumorja ter napovemo 
preživetje bolnika in odgovor na terapijo (26). 
Med najbolj znanimi in uveljavljenimi napovednimi dejavniki je nehistonski jedrni protein Ki67, 
ki je prisoten le v fazah aktivnega celičnega ciklusa (G1, S, G2, M) (27). Izražanje in količina 
proteina Ki67 je zelo natančno reguliran in relativno hiter proces (28). V številnih študijah so 
potrdili, da je delež celic, ki izražajo Ki67, neodvisen napovedni dejavnik preživetja bolnikov in 
odgovora na terapijo pri številnih rakih (29-31). Poleg tega se določanje deleža celic, ki izražajo 
proliferativni Ki67 antigen, uporablja tudi pri osnovni klasifikaciji in določanju stopnje 
malignosti možganskih tumorjev (31, 32). 
p53 je protein, ki ga kodira tumor-supresorski gen TP53 (33). Mutacije TP53 so povezane s 
slabim izidom bolezni in slabim odgovorom na terapijo pri številnih rakih (34-36). Molekularne 
metode za ugotavljanje mutacij TP53 so zahtevne in manj dostopne, zato je bolj uveljavljeno 
IHK določanje izražanja njegovega produkta – tumor–supresorskega proteina p53 (37). Podobno 
kot Ki67 se tudi IHK določanje p53 uporablja pri osnovni klasifikaciji možganskih tumorjev 
(32). 
Estrogenski receptorji (ER) spadajo v družino steroidnih jedrnih receptorjev. Znano je, da so 
ER pri raku dojke neodvisen napovedni dejavnik odgovora na hormonsko terapijo (38, 39) in 
odločilno vplivajo na načrtovanje terapije. Prvotno biokemično metodo določanja ER v 
operativno odstranjenih tumorjih je povsem nadomestila IHK-metoda, ki je sicer bolj dostopna in 
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enostavna, vendar so zaradi zagotavljanja zanesljivosti rezultatov potrebni dodatni ukrepi (40, 
41). V obsežni medlaboratorijski primerjavi so namreč ugotovili, da je od 10 do 20 % rezultatov 
IHK-določanja ER lažno pozitivnih oziroma lažno negativnih (39, 41).  Zato je mednarodna 
ekspertna skupina patologov natančno opredelila pogoje in ukrepe za zagotavljanje zanesljivih 
rezultatov in način validacije, ki jo mora opraviti vsak laboratorij pred uporabo testa na kliničnih 
vzorcih (39, 42). 
HER2 je onkogeni transmembranski glikoprotein, ki spada v družino receptorjev za epidermalni 
rastni faktor (43). Pomnožitev onkogena in posledično povečano izražanje HER2 je sicer opisano 
pri različnih solidnih tumorjih (44, 45), vendar se IHK-določanje HER2 za zdaj uporablja kot 
napovedni dejavnik izida bolezni pri raku dojke in napovedni dejavnik odgovora na terapijo z 
monoklonskimi protitelesi proti HER2-receptorjem (transtuzumab) pri raku dojke (46) in raku 
želodca (47). 
EGFR (epidermal growth factor receptor) je transmembranski receptor tirozinske kinaze, ki ima 
pomembno vlogo pri normalni proliferaciji in diferenciaciji celic (48). Povečano izražanje in 
strukturne spremembe EGFR pri različnih rakih so povezane s slabšim izidom bolezni (49).  
Hkrati z razvojem novih, bolniku prilagojenih načinov zdravljenja, se hitro povečujejo in 
spreminjajo  tudi zahteve za IHK določanje številnih novih molekul  na FFVP-vzorcih, s 
katerimi bi lahko čim bolje opredelili lastnosti tumorja in napovedali izid bolezni in potek 
zdravljenja (CD117, PD-L1, COX-2, survivin, MMP9, p27, PARP-1) (50-52) .  
 
1.2 Dejavniki, ki vplivajo na IHK-reakcije  
 
Na prepoznavnost molekul, ki jih določamo z IHK, oziroma njihovo imunoreaktivnost (IR) 
pomembno vpliva fiksacija in vsi postopki priprave vzorca (predanalitski dejavniki) (53). 
Vezava in prikaz vezave protitelesa na antigensko determinanto (epitop) v vzorcu je odvisen od  
uspešnosti postopkov razkrivanja antigena, lastnosti primarnega protitelesa, detekcijskega 
sistema ter pogojev IHK-reakcije (analitski dejavniki) (6, 53). Zanesljivost interpretacije IHK-
reakcij je v veliki meri odvisna od predhodnih postopkov optimizacije, standardizacije, validacije 
in uporabe ustreznih pozitivnih in negativnih kontrol (postanalitski dejavniki) (3, 5, 6, 54).  
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1.2.1 Predanalitski dejavniki 
 
Spremembe biomolekul v tkivnem vzorcu se začnejo že takoj, ko je pri operativnem posegu 
prekinjen krvni obtok (topla ishemija) in se nadaljujejo vse do fiksacije tkiva (mrzla ishemija). 
Zaradi  hipoksije in metabolnega stresa lahko v tem času pride do razgradnje proteinov, izgube 
topnih proteinov, sprememb v fosforilaciji proteinov in aktivacije različnih encimov, kar lahko 
spremeni imunoreaktivnost tarčnih molekul in vpliva na rezultat IHK-reakcije (6, 55, 56). Vse te 
spremembe v tkivu ustavi fiksacija. Za optimalno ohranitev imunoreaktivnosti se priporoča, da je 
tkivo fiksirano najkasneje v 12 urah po odvzemu (55, 57).  
 
1.2.1.1 Fiksacija 
 
Fiksacija je osnovni in najpomembnejši korak v pripravi tkiva za mikroskopski pregled in 
dolgotrajno shranjevanje (58). Da bi dosegli trajno ohranitev mikroarhitekture tkiva z vsemi 
celičnimi strukturami in sestavinami, je s fiksacijo treba ustaviti delovanje avtolitičnih encimov 
in mikroorganizmov ter preprečiti difuzijo topnih sestavin iz njihove osnovne lokacije. Fiksative, 
ki se najpogosteje uporabljajo v histologiji, delimo na dve veliki skupini glede na njihovo 
delovanje na proteine (59). 
Aldehidni oziroma nekoagulantni fiksativi (formaldehid, glutaraldehid) delujejo tako, da 
povzročijo nastanek kovalentnih vezi med proteini oziroma njihovimi deli. Koagulantni fiksativi 
(metanol, etanol, ocetna kislina, pikrinska kislina) pa iz tkiva odstranijo prosto vodo, kar 
povzroči koagulacijo proteinov (60). 
 
1.2.1.1.1 Formaldehid 
 
Med vsemi fiksativi se v histologiji najpogosteje in že več kot stoletje uporablja formaldehid 
(CH2O) oziroma formalin, ki je njegova vodna raztopina (61). Formaldehid je plin, ki se dobro 
topi v vodi, njegova nasičena raztopina vsebuje 37 do 40 % formaldehida. Za fiksacijo tkiv se 
najpogosteje uporablja 10-% nevtralni formalin (58).  
Fiksacija tkiv s formalinom je postopen, kompleksen fizikalno-kemičen in še vedno ne 
popolnoma pojasnjen proces (62). Med številnimi reakcijami formaldehida z makromolekulami 
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v tkivu so najbolje proučene njegove reakcije z aminokislinami, ki pomembno vplivajo na 
imunoreaktivnost molekul oziroma njihovo prepoznavnost s protitelesi (6). 
Pri vezavi formaldehida na proste aminokislinske ostanke (-NH, -NH2) nastanejo reaktivne 
hidroksimetilne skupine, ki reagirajo med seboj in tvorijo metilenske mostičke (6). Nastanek 
dodatnih vezi med aminokislinskimi ostanki povzroči spremembo terciarne in kvartarne 
strukture proteinov, kar vpliva na imunoreaktivnost proteina oziroma na njegovo prepoznavnost 
s protitelesi (6).  
Reaktivnost proteinov s formaldehidom je odvisna od njihove primarne strukture. Najvišjo 
afiniteto za vezavo s formaldehidom so ugotovili za tirozin, cistein, lizin, histadin (60). Proteini, 
ki imajo na mestu vezave protiteles tirozin ali eno izmed drugih visoko reaktivnih aminokislin, 
so po fiksaciji s formaldehidom tako spremenjeni, da jih protitelo ne prepozna več (63). 
Formaldehid reagira tudi z jedrnimi proteini, nukleinskimi kislinami in nenasičenimi 
maščobnimi kislinam, ne reagira pa z ogljikovimi hidrati (60). 
Zaradi majhne molekule formaldehid relativno hitro prodira v tkivo, vendar pa kompleksne 
reakcije formaldehida z molekulami v tkivu potekajo postopoma in relativno počasi, zato velja, 
da je ustrezna fiksacija 2 do 4 mm debelega koščka tkiva dosežena šele po 24 do 48 urah (60, 
62). Spremembe makromolekul, ki nastanejo v tem času, so delno reverzibilne s postopki 
razkrivanja antigenov. Pri daljšem času fiksacije pride do trajnih sprememb konformacij 
proteinov, ki jih ni mogoče več popraviti (6, 60).  
Poleg časa fiksacije, vrste tkiva in velikosti vzorca na fiksacijo pomembno vplivajo tudi 
koncentracija in pH fiksativa ter temperatura, pri kateri poteka fiksacija (57). V vodni raztopini 
formaldehida, ki ima na sobni temperaturi nizek pH (4), je reaktivnost prostih aminokislinskih 
ostankov slabša in fiksacija počasnejša. Zato se za fiksacijo tkiv večinoma uporablja nevtralni 
puferiran formalin s pH 7,2 do 7,4, pri katerem hitreje nastajajo metilenski mostički med deli 
proteinov (6, 60). Difuzija molekul formaldehida in reakcije z aminokislinskimi ostanki potekajo 
hitreje pri višjih temperaturah (62). 
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1.2.1.1.2 Koagulantni fiksativi 
 
Koagulantni fiksativi (alkoholi, aceton) odstranijo oziroma nadomestijo proste molekule vode v 
celicah. Zaradi tega se destabilizirajo hidrofobne vezi in spremeni se položaj hidrofilnih in 
hidrofobnih delov molekule, kar povzroči ireverzibilno spremembo v terciarni strukturi 
proteinov in njihovi topnosti (6). Med alkoholi je metanol (CH3OH) po strukturi najbolj 
podoben molekuli vode in najmanj agresiven denaturant proteinov (60). Njegovo delovanje na 
strukturo proteinov je kompleksno, saj po eni strani krepi vodikove vezi med aminokislinami, po 
drugi strani pa destabilizira hidrofobne vezi med posameznimi deli molekule (64).  
 
1.2.1.2 Vklapljanje v parafin 
 
Po fiksaciji se tkivo v večstopenjskem postopku dehidrira in vklopi v parafin. V tem postopku 
mora biti vsa endogena voda odstranjena iz tkiva, sicer pride zaradi hidrolize do izgube 
imunoreaktivnosti molekul (65).  
Čeprav je objavljenih študij malo, je treba upoštevati, da lahko tudi reagenti  in visoke 
temperature, ki se uporabljajo v postopkih vklapljanja vzorcev v parafin,  dodatno spremenijo 
konformacijo proteinov in spremenijo imunoreaktivnost tarčnih molekul v vzorcu (6, 54, 55).  
 
1.2.1.1 Drugi predanalitski dejavniki 
 
Pogoji shranjevanja FFVP-vzorcev, debelina, sušenje rezin in starost rezin so predanalitski 
dejavniki, ki po podatkih iz literature tudi lahko vplivajo na končni rezultat IHK-reakcij (66, 67). 
Molekule v FFVP-vzorcih naj bi ostale nespremenjene več let, ker pa je podatkov v literaturi 
malo, ni mogoče popolnoma izključiti izgube imunoreaktivnosti za posamezne molekule pri 
dolgotrajnem shranjevanju FFVP-vzorcev (6). Domnevajo, da izgubo imunoreaktivnosti v 
FFVP-vzorcih lahko povzroči voda, ki je ostala v tkivu po prepajanju, ali vlaga v okolju, kjer so 
shranjeni FFVP-vzorci (65). Pri pripravi rezin je poleg debeline rezin treba upoštevati tudi 
možnost, da temperatura sušenja rezin,  ki presega  60 
°
C lahko zmanjša imunoreaktivnost 
molekul v tkivu (55, 57). 
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1.2.2 Analitski dejavniki 
 
Vezava primarnega protitelesa na tarčno molekulo v tkivu in vizualizacija te vezave  sta odvisna 
od uspešnosti postopkov razkrivanja antigena, vrste in lastnosti primarnega protitelesa, 
detekcijskega sistema ter pogojev IHK-reakcije (53). 
 
1.2.2.1 Razkrivanje antigenov 
 
Večina antigenov je zaradi fiksacije s formalinom tako spremenjena, da jih protitelesa ne 
prepoznajo več in ne pride do vezave (68). Spremembe molekul zaradi fiksacije s formalinom so 
reverzibilne, zato lahko prepoznavnost molekul za protitelesa oziroma njihovo imunoreaktivnost 
povrnemo s postopki za razkrivanje antigenov (RA) (6). 
Eden izmed prvih opisanih načinov razkrivanja antigenov je bila uporaba različnih proteaz, ki 
razgradijo dodatne vezi v proteinski molekuli, nastale zaradi formalinske fiksacije. Uspešnost in 
učinkovitost takega razkrivanja antigenov je odvisna od vrste encima, njegove koncentracije, 
časa delovanja, temperature in pH, pri katerem poteka razgradnja, ter od antigena, ki ga 
dokazujemo, in časa fiksacije tkiva v formalinu (6).  
S pomočjo različnih proteaz je mogoče izboljšati imunoreaktivnost le za nekatere antigene, 
medtem ko so ti postopki lahko popolnoma neučinkoviti ali celo škodljivi za druge antigene ali 
morfologijo tkiva (6). 
Šele postopek razkrivanja antigenov s pomočjo visokih temperatur (RAVT), ki ga je prvič 
objavil Shi s sodelavci (12) je močno izboljšal prepoznavnost molekul v FFVP-vzorcih. Osnova 
za razvoj tega postopka so bile študije o kemičnih reakcijah med proteini in formalinom, ki jih je 
objavil že Fraenkel-Conrat leta 1940, v katerih je ugotovil, da kovalentne vezi med formalinom 
in proteini lahko razcepimo s temperaturami nad 100 
°
C
 
ali z močnimi bazami (69). Opisani so 
številni postopki RAVT, kjer se za doseganje visokih temperatur uporablja mikrovalovne pečice, 
vroče plošče, lonce pod pritiskom, vodne kopeli ali avtoklave. Poleg načina segrevanja je treba 
za vsak antigen oziroma protitelo empirično določiti optimalne pogoje RAVT – temperatura, čas, 
pufer (70).  
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Kljub številnim študijam točen mehanizem delovanja visokih temperatur na razkrivanje 
antigenov v FFVP-vzorcih še vedno ni jasen. Zaradi visokih temperatur pride do denaturacije 
proteinov in kljub temu se njihova imunoreaktivnost izboljša, kar je zelo verjetno posledica 
hidrolize metilenskih mostičkov. K boljši prepoznavnosti antigenov po RAVT zelo verjetno 
pripomorejo tudi boljša hidracija tkiva, odstranitev sledov parafina in ekstrakcija topnih 
proteinov, ki blokirajo vezavna mesta (6). 
 
1.2.2.2 Protitelesa 
 
Protitelesa so glikoproteini, ki se na podlagi tridimenzionalnega prepoznavanja s šibkimi 
nekovalentnimi vezmi vežejo na drugo molekulo – antigen. Prepoznavanje in vezava potekata 
med hipervariabilnim delom imunoglobulinske molekule (paratopom) in antigensko 
determinanto (epitopom), ki je 5 do 21 aminokislin dolg, specifičen del na molekuli antigena 
(71).  
Na prepoznavo in vezavo protitelesa na specifičen antigen v FFVP-rezini pomembno vplivata 
specifičnost in občutljivost uporabljenega protitelesa, ki sta odvisna od vrste protitelesa, načina 
imunizacije in postopka pridobivanja (6).  
Afiniteta je termodinamičen izraz za moč vezi med protitelesom in antigenom; izražamo jo kot 
količino kompleksa protitelo-antigen, ki nastane v stanju ravnotežja. Protitelesa z višjo afiniteto 
vežejo več antigena v krajšem času (71). 
Avidnost ali celokupna funkcionalna afiniteta je mera za celokupno moč vezi med protitelesom 
in epitopom. Odvisna je od afinitete, števila vezavnih mest in geometrije kompleksa protitelo-
antigen (71). 
V postopku pridobivanja protiteles se za imunizacijo živali uporabljajo sintetični peptidi ali 
očiščeni naravni proteini. Sintetični peptidi imajo znano zaporedje aminokislin, kar lahko 
pomaga pri interpretaciji rezultatov IHK in prepoznavanju navzkrižnih reakcij s podobnimi mesti 
na drugih proteinih. Vendar konformacija sintetičnega peptida ni nujno enaka konformaciji 
nativnega proteina, kar lahko preprečuje prepoznavo antigena in povzroči lažno negativne IHK-
rezultate. Očiščeni naravni proteini so sicer boljši imunogeni, vendar je njihovo pridobivanje 
tehnično zahtevno, predvsem zaradi postopka čiščenja, s katerim preprečimo nezaželen dodaten 
imunski odziv živali (6). 
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Poliklonska protitelesa pridobivajo z imunizacijo zajcev in nekaterih drugih živali (koze, konji). 
Serum imunizirane živali vsebuje mešanico specifičnih protiteles proti različnim epitopom 
tarčnega antigena in druga nespecifična protitelesa (3). Njihova značilnost je, da  prepoznajo več  
različnih epitopov tarčnega antigena, zato imajo večjo možnost za prepoznavo tarčnega antigena 
v FFVP-tkivu in so bolj občutljiva kot monoklonska protitelesa (72). Ker pa serum imunizirane 
živali poleg poliklonskih specifičnih protiteles lahko vsebuje še številna druga protitelesa, je 
večja možnost nespecifičnih navzkrižnih reakcij (6).  
Monoklonska protitelesa pridobivajo s hibridomsko tehnologijo, ki sta jo na miših razvila in 
opisala Köhler in Milstein (73). Pri tem miši imunizirajo z očiščenim antigenom, izolirajo B-
limfocite iz vranice in jih hibridizirajo z nesmrtnimi mielomskimi celicami. Na ta način pridobijo 
hibridome, ki rastejo v celični kulturi in proizvajajo protitelesa (71). Njihova največja prednost je 
visoka specifičnost (3). Monoklonska protitelesa prepoznajo le točno določen epitop na tarčnem 
antigenu, zato lahko pride do reakcije le, če je konformacija tega dela molekule ustrezno 
ohranjena (6). Kljub visoki specifičnosti je treba upoštevati, da vseeno lahko pride do 
navzkrižnih reakcij s podobnimi epitopi na drugih molekulah (6). 
 
1.2.2.3 Pogoji IHK-reakcije 
 
Za dosego specifične in ustrezno občutljive IHK-reakcije je treba primarna protitelesa redčiti. 
Optimalna redčitev protitelesa je opredeljena kot titer, pri katerem je razmerje med specifičnim 
»signalom« oziroma specifično reakcijo in »šumom« oziroma nespecifično reakcijo najvišje (3).  
Značilnosti IHK-reakcij z optimalno redčenim protitelesom so razlike v intenzivnosti reakcij, ki 
so posledica biološke variabilnosti v izražanju molekul med različnimi vzorci in jasna razlika 
med pozitivno in negativno IHK-reakcijo. Optimalne redčitve določenega protitelesa so lahko 
različne za različne vzorce ali vrste tkiva (6, 74). 
Protitelesa se vežejo na antigen z ionskimi in van der Walsovimi silami, zato je pomembna 
sestava in ionska moč pufra, ki ga uporabljamo za redčenje primarnega protitelesa. Vezi med 
protitelesi in antigeni so najbolj stabilne, če se za redčenje protiteles uporablja fosfatni ali tris 
pufer, ki ima  pH med 6,5 in 8,5 (6).  
Mesto vezave specifičnega protitelesa na tarčni antigen v FFVP-tkivu lahko vidimo s svetlobnim 
mikroskopom le, če je primarno, sekundarno ali terciarno protitelo označeno z ustreznim 
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označevalcem (3). V IHK se kot označevalca najpogosteje uporabljata hrenova peroksidaza in 
alkalna fosfataza, ki v prisotnosti substrata in kromogena na mestu vezave protitelesa povzročita 
nastanek obarvanega precipitata. Količina obarvanega precipitata in s tem občutljivost IHK-
reakcije je pri tem odvisna od detekcijskega sistema (3, 74). 
 Pri direktnih metodah so označena primarna protitelesa, kar pomeni, da je na mestu vezave na 
tarčni antigen v najboljšem primeru ena molekula označevalca. Pri vseh indirektnih metodah so 
označena sekundarna ali terciarna protitelesa, ki se vežejo na neoznačeno primarno protitelo (3). 
V primeru najbolj enostavne indirektne metode sta tako na mestu vezave primarnega protitelesa 
na antigen vezani dve molekuli označevalca, v primeru najbolj občutljivih detekcijskih metod pa 
10 do 15 molekul označevalca (3). Najpogosteje se v IHK uporabljajo indirektne metode, ki 
temeljijo na avidin-biotinskem kompleksu, streptavidin-biotinskem kompleksu ali označenih 
polimerih. Redkeje se uporabljajo detekcijski sistemi, ki temeljijo na pomnoževanju tiramida (3, 
74).  
Največji napredek na področju standardizacije, zanesljivosti in ponovljivosti IHK-reakcij so 
prinesli avtomatizirani sistemi za izvajanje IHK-postopkov ((3). Pri klasični – ročni izvedbi 
IHK-postopka je število reakcij, končna kvaliteta, zanesljivost in ponovljivost rezultata v veliki 
meri odvisna od izvajalca. Avtomatizirani računalniško vodeni IHK-sistemi sicer posnemajo 
ročne postopke, vendar omogočajo izvedbo večjega števila IHK-reakcij v krajšem času, 
predvsem pa standardizirane, nadzorovane in enostavno sledljive pogoje reakcij (3, 56, 75). Vsak 
od avtomatiziranih računalniško vodenih IHK-sistemov je povezan z uporabo komercialnih 
detekcijskih kitov in vseh ostalih reagentov za izvedbo IHK-reakcij (75). Detekcijske kite na 
osnovi indirektne streptavidin-biotinske metode (Ventana iView) sedaj nadomeščajo vse bolj 
občutljivi detekcijski sistemi na osnovi multimerne tehnologije (Ventana ultraView, Ventana 
optiView), ki omogočajo detekcijo manjših količin antigenov in manj nespecifičnih reakcij (3).    
 
1.2.3 Postanalitski dejavniki 
 
Rezultati IHK-reakcij se ocenjujejo s svetlobnim mikroskopom in interpretirajo v kontekstu 
kliničnih podatkov, morfološke slike in rezultatov drugih testov.  
Glede na vrsto antigena in namen testa so rezultati IHK-reakcij lahko izraženi dihotomno 
(pozitivno/negativno, prisoten/odsoten), kot semikvantitativen delež pozitivnih celic ali s 
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kombinirano semikvantitativno lestvico, kjer se poleg deleža pozitivnih celic ocenjuje tudi 
intenzivnost reakcije (70).  
Zaradi pomembnega vpliva, ki ga lahko imajo rezultati  IHK-testov na  obravnavo in zdravljenje 
bolnika, je treba vsak IHK test pred uporabo na kliničnih vzorcih optimizirati, standardizirati in 
validirati, saj le tako lahko zagotovimo, da bodo rezultati točni, natančni in zanesljivi (42, 76, 
77). 
 
1.2.4 Optimizacija, standardizacija, validacija IHK  
 
Čeprav imajo komercialna protitelesa in detekcijski kiti, ki se uporabljajo v IHK, analitske 
lastnosti, ki jih je opredelil že proizvajalec, mora primernost vsakega protitelesa oziroma 
reagenta v svojih pogojih potrditi vsak laboratorij (3, 6, 42, 78, 79).   
Za vsako protitelo oziroma reagent, ki ga laboratorij namerava uporabiti za IHK-dokazovanje 
tarčne molekule na kliničnih vzorcih,  je najprej treba določiti optimalne pogoje IHK-reakcije, 
kot so čas in temperatura inkubacije s primarnim protitelesom, redčitev protitelesa, vrsta pufra, 
detekcijski sistem in postopek RA (80).   
Optimizaciji IHK-postopka sledi validacija, s katero potrdimo, da protitelo oziroma IHK-test v 
naših pogojih daje pričakovane in zanesljive rezultate ter ocenimo analitsko in diagnostično 
vrednost testa (76). Za validacijo se uporabljajo vzorci, kjer se pričakuje različno močno 
izražanje antigena oziroma pozitivne reakcije različne intenzivnosti (pozitivne kontrole) in 
vzorci, kjer izražanje antigena ne pričakujemo (negativne kontrole). Zaradi znanih 
predanalitičnih vplivov na rezultat IHK morajo biti vzorci oziroma kontrole za validacijo 
pripravljeni na enak način kot klinični vzorci, na katerih se bo protitelo oziroma test uporabljal 
(42). 
Število vzorcev za validacijo je odvisno od vrste antigena, vzorcev in načina uporabe testa. Za 
diagnostične IHK-teste zadostuje validacija na 10 pozitivnih in 10 negativnih vzorcih; v primerih 
označevalcev redkih tumorjev je lahko število vzorcev tudi nižje. Večje število vzorcev za 
validacijo je potrebno za IHK-teste, s katerimi določamo napoved izida bolezni ali odgovora na 
terapijo (ER, Ki-67, Her-2) (42). 
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V postopku validacije mora laboratorij potrditi vsaj 90-odstotno skladnost rezultatov z 
referenčnim testom (morfologija, pričakovani rezultati, drug predhodno validiran test, rezultati 
drugega laboratorija) (42). 
 
1.3 Imunocitokemija (ICK) 
 
Imunocitokemija (ICK) je imunohistokemična metoda, ki je prilagojena za preparate, 
pripravljene iz citoloških vzorcev (77, 81). Osnovni princip ICK-reakcij in večina reagentov je 
enakih kot za IHK-reakcije. Citološki vzorci, ki so količinsko bistveno manjši od histoloških 
vzorcev, zahtevajo drugačne postopke priprave preparatov, zato mora biti temu primerno 
prilagojen tudi ICK-postopek (82). 
 
1.3.1 Vloga ICK v diagnostični citopatologiji 
 
Zaradi zahtev po vse bolj zgodnjem odkrivanju malignih tumorjev in novih načinov zdravljenja, 
ki so prilagojeni vsakemu posameznemu bolniku, ima citologija vse pomembnejšo vlogo v 
diagnostiki tumorjev. Odvzem vzorcev za citopatološko preiskavo je hiter, enostaven in manj 
obremenjujoč za bolnika kot kirurška biopsija. Celoten diagnostičen postopek je običajno 
zaključen v 24 do 48 urah, v nujnih primerih pa lahko celo v nekaj urah (83-89). Poleg tipnih 
tumorjev lahko s pomočjo različnih diagnostičnih slikovnih tehnik, kot so ultrazvok, 
računalniška tomografija, magnetna resonanca in endoskopski ultrazvok, vzorce za citološko 
preiskavo odvzamemo tudi iz netipnih in globlje ležečih tumorjev, ki so nedostopni za kirurško 
biopsijo (90-92). Ker sodobni načini zdravljenja zahtevajo natančno opredelitev procesa, kjer ne 
zadostuje več le citomorfološka ocena, je ICK nepogrešljiv diagnostičen pripomoček tudi v 
sodobni citopatologiji (26, 88, 93).  
Čeprav so princip metode in reagenti, ki se pri tem uporabljajo, enaki kot v IHK, je zaradi 
posebnosti citoloških vzorcev uporabnost in izvedljivost ICK omejena in zahteva prilagoditve 
postopka (82, 94). 
Iz histoloških vzorcev, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin, se dodatne rezine za IHK 
in druge dodatne diagnostične metode pripravijo naknadno na podlagi osnovnega 
mikroskopskega pregleda s hematoksilin-eozinom (HE) obarvane rezine.  
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V nasprotju s tem se razmazi za citomorfološki pregled pripravijo iz svežih nefiksiranih 
citoloških vzorcev. Potreba po dodatnih preparatih za ICK se pojavi šele po mikroskopskem 
pregledu osnovnih razmazov, ko vzorca, iz katerega bi lahko pripravili dodatne preparate, ni več 
na voljo.  
Zaradi zahtev in potrebe, da se diagnostični in napovedni dejavniki ICK določajo tudi na 
majhnih in količinsko omejenih citoloških vzorcih, so bili razviti različni pristopi in različne 
tehnologije priprave preparatov, ki so bistveno drugačni od priprave histoloških vzorcev za IHK 
(93, 95). V nasprotju z znanimi vplivi predanalitičnih dejavnikov na rezultate IHK-reakcij na 
FFVP-vzorcih, so vplivi različnih postopkov, ki se  uporabljajo za pripravo citoloških preparatov 
in lahko pomembno vplivajo na končni rezultat, slabo proučeni (80). Poleg tega je za drugače 
pripravljene preparate iz citoloških vzorcev treba prilagoditi uveljavljene IHK-postopke (redčitev 
protitelesa, detekcijski sistem, RA) (96). 
 
1.3.2 Priprava citoloških vzorcev za ICK-določanje diagnostičnih in napovednih 
dejavnikov 
 
Po podatkih iz literature se za ICK uporabljajo razmazi, citospini in celični bloki, redkeje pa 
preparati, pripravljeni v sistemih za avtomatsko pripravo preparatov iz celičnih suspenzij (Liquid 
based cytology – LBC), (graf 1) (82, 93, 97, 98).  
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Graf 1. Podatki o vrsti preparatov, uporabljenih za ICK  
Legenda: 
EFCS – European federation of cytology societies  
CAP  – Colleague of American Pathologists  
Neqas – National external quality assessment service  
NP – ni podatka 
LBC – liquid based cytology  
 
1.3.2.1 Razmazi 
 
Razmazi so osnoven, najstarejši, najcenejši, najbolj razširjen in najbolj enostaven način priprave 
mikroskopskih preparatov za citomorfološki pregled. Praviloma se iz vsakega citološkega vzorca 
pripravita vsaj dva razmaza za citomorfološki pregled, ki se barvata po standardni metodi 
barvanja Papanicolaou in/ali Romanowsky (99). Mikroskopski pregled tako pobarvanih 
razmazov je osnova za odločitev o dodatni ICK-opredelitvi procesa (100). V primeru, da ostanek 
vzorca ob pripravi razmazov ni posebej pripravljen za shranjevanje, so tako pobarvani razmazi 
edina možnost za izvedbo ICK. Včasih pa je količina vzorca tako majhna, da enostavno ni 
mogoče pripraviti dovolj dodatnih preparatov za ICK (101). 
Kljub temu, da so ti razmazi posušeni na zraku oziroma fiksirani v koagulantih fiksativih in 
poleg tega še pobarvani, je nekatere izmed celičnih sestavin kljub temu mogoče ICK-dokazati 
(81, 88, 100, 102-105), vendar je interpretacija rezultatov pogosto omejena zaradi nespecifično 
obarvanega ozadja (3, 81). 
Dodatna ICK-opredelitev je običajno potrebna le v 10 do 30 % diagnostičnih citoloških vzorcev, 
zato vnaprejšnja priprava dodatnih neobarvanih  razmazov za morebitno ICK iz vseh vzorcev ni 
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smiselna. Poleg tega je iz majhne in v primeru vzorcev aspiracijskih biopsij tudi neznane 
količine vzorca težko pripraviti zadostno število enakovrednih razmazov. 
 
1.3.2.2 Citospini 
 
Citospini so preparati, ki jih s posebno centrifugo (citocentrifugo) pripravimo iz celičnih 
suspenzij. Pri tem celice iz primarne (različne telesne tekočine z odluščenimi celicami) ali 
sekundarne celične suspenzije (citološki vzorci, suspendirani v različnih transportnih medijih), 
sedimentiramo direktno na objektno steklo. Med citocentrifugiranjem na celice neposredno 
delujejo centrifugalne in hidravlične sile, kar lahko povzroči izgubo celic med postopkom in 
spremembo morfologije celic. V veliki meri lahko to preprečimo z ustrezno pripravo celične 
suspenzije in ustreznim medijem (106).  
Za pripravo citospinov so najprimernejše sveže celične suspenzije v medijih na osnovi 
izotoničnih pufrov z dodatkom govejega serumskega albumina (angl. bovine serum albumin, 
BSA), ki ščiti celice pred propadom in silami med centrifugiranjem (106). Priprava in uporaba 
takega medija v klinični praksi je zahtevna zaradi velike nevarnosti kontaminacije z bakterijami 
in glivami (107). Poleg tega je iz sveže suspenzije treba preparate pripraviti takoj (106) ali 
najkasneje v 24 urah (108). Zato se za pripravo celičnih suspenzij iz citoloških vzorcev namesto 
tega uporabljajo izotonični pufri (109, 110), komercialni mediji za gojenje celic (106, 111) ali 
mediji, ki vsebujejo enega izmed fiksativov (112-117). 
Pomembna prednost takega načina priprave preparatov je, da lahko iz majhne količine vzorca 
hkrati pripravimo več preparatov z enakomerno razporejenimi celicami. Poleg enostavne 
priprave večjega števila preparatov je lažja tudi ocena in interpretacija ICK-reakcij na citospinih 
zaradi bolj enakomerne razporeditve celic in manj nespecifično obarvanega ozadja (97, 106, 
107).  
 
1.3.2.3 Celični bloki  
 
Celični bloki so citološki vzorci, vklopljeni v parafin. Opisani so številni postopki priprave 
citoloških blokov, ki se razlikujejo po načinu koncentracije celic in fiksaciji (118). Postopek 
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priprave celičnih blokov je bil prvič opisan že leta 1896, vendar se je ta komplementarna tehnika 
v citologiji občasno in redko uporabljala šele od leta 1947 (119). V zadnjih 20 letih je zanimanje 
za celične bloke močno naraslo, kar se odraža v hitrem naraščanju števila znanstvenih objav na 
tem področju (120).   
Prednost priprave celičnih blokov je enostavno shranjevanje vzorca za kasnejše morebitne ICK-
reakcije in uporaba enakih že validiranih IHK-postopkov, kot se uporabljajo za histološke vzorce 
(118, 119, 121, 122). V primerjavi z drugimi načini priprave preparatov iz citoloških vzorcev je 
priprava celičnih blokov zahtevnejša, dražja in bolj zamudna (123, 124). Poleg tega je znano, da 
vsi citološki vzorci niso primerni za pripravo celičnih blokov, saj med postopkom priprave lahko 
pride celo do izgube celic, kar lahko podaljša ali celo prepreči uspešno diagnostiko (81, 118-
120).  
 
1.3.2.4 Tekočinska citologija (LBC) 
 
Tekočinska citologija (liquid-based cytology, LBC) je avtomatiziran način priprave preparatov iz 
citoloških vzorcev, suspendiranih v komercialnem transportnem mediju. Tehnologija je bila 
razvita za brise materničnih vratov, vendar se uporablja tudi za pripravo vseh drugih citoloških 
vzorcev (125-130). Prednost takega standardiziranega načina priprave preparatov je enakomeren, 
enoslojen nanos dobro ohranjenih celic na omejeni površini objektnega stekla. Iz celic, 
suspendiranih v komercialnih medijih na osnovi metanola ali etanola (131), se lahko pripravi 
zadostno število preparatov, ki so primerni za citomorfološko oceno, ICK in tudi druge 
molekularne diagnostične metode (89, 113, 127, 132, 133). Po potrebi se preparati lahko 
pripravijo tudi naknadno, saj se morfologija celic in imunoreaktivnost antigenov ohrani več 
mesecev (113, 131). Sistemi za LBC z vsemi potrebnimi reagenti so zelo dragi, kar omejuje 
njihovo uporabo.  
 
1.3.3 Fiksacija citoloških vzorcev za ICK-določanje diagnostičnih in napovednih 
dejavnikov 
 
Znano je, da je stabilnost in imunoreaktivnost molekul odvisna od fiksacije in da idealnega 
fiksativa, ki bi dobro ohranil vse molekule in morfologijo celic ni (60, 134).  
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V literaturi so sicer opisani različni posebni fiksativi ali večstopenjski postopki fiksacije 
citoloških preparatov, ki optimalno ohranijo določene antigene (114, 135, 136), vendar je za 
klinično uporabo primerna fiksacija, ki je preprosta, primerna za vse antigene in dovolj dobro 
ohrani morfologijo celic (99). 
V citologiji se za fiksacijo preparatov, namenjenih morfološki oceni, uporablja 95-% etanol ali 
drugi koagulantni fiksativi (metanol, Delanay fiksativ, razpršilni fiksativi npr. Cell-Fixx™, 
Mercofix) oziroma sušenje na zraku. Izbor fiksacije je odvisen od nadaljnjega postopka barvanja 
(99). Oba uveljavljena načina fiksacije citoloških preparatov bistveno drugače vplivata na 
konformacijo molekul in njihovo imunoreaktivnost kot formalin (3, 6, 60, 134). Mnenja o 
ustreznosti standardnih citoloških postopkov fiksacije za ICK-določanje različnih molekul so 
zelo različna in celo nasprotujoča (39, 109).   
Sušenje preparatov na zraku je sicer enostaven in dostopen način priprave citoloških preparatov 
za kasnejšo ICK, ki omogoča različne načine postfiksacije. Pri sušenju se celice dobro prilepijo 
na objektno steklo,  kar zmanjša možnost  njihovih izgub med nadaljnjim postopkom (137-140). 
Vendar je zaradi ohranjanja imunoreaktivnosti molekul preparate treba shranjevati pri -20 
°
C ali 
celo -70 
°
C, kar zahteva posebno opremo in previdnost pri ravnanju s preparati, saj tajanje in 
ponovno zmrzovanje lahko povzroči spremembe imunoreaktivnosti (109, 138). Medtem ko 
nekateri avtorji poročajo o uspešnem ICK-dokazovanju antigenov na preparatih, ki so jih sušili 
pred ali po fiksaciji (137-142), so drugi mnenja, da sušenje preparatov v katerikoli fazi priprave 
negativno vpliva na imunoreaktivnost molekul (100, 107, 113, 135, 143) in morfologijo celic 
(109).  
Koagulantni fiksativi, ki se uporabljajo za fiksacijo citoloških preparatov (etanol, metanol), 
odstranijo iz celic prosto vodo, pri tem pa destabilizirajo hidrofobne in vodikove vezi v 
proteinski molekuli, kar povzroči spremembo konformacije (59). 
Po mnenju nekaterih avtorjev naj bi fiksacija v 95-odstotnem etanolu negativno vplivala na ICK-
dokazovanje EGFR (144), Ki67, p53, PCNA (143) in hormonske receptorje (145). V nasprotju s 
tem drugi poročajo, da je nekatere antigene mogoče ICK-dokazovati celo na preparatih, ki so 
fiksirani v koagulantnih fiksativih in barvani po metodi Papanicolaou (100, 105, 146, 147). 
Metanol, ki je milejši denaturant proteinov kot etanol, dobro ohrani morfologijo celic (148) in po 
naših izkušnjah tudi imunoreaktivnost občutljivih jedrnih in membranskih antigenov (109, 149, 
150). Še najmanj je za fiksacijo citoloških preparatov primeren aceton, saj slabo ohrani 
morfologijo celic (98). 
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Tudi sušenje po fiksaciji lahko negativno vpliva na IR nekaterih antigenov, kar lahko preprečimo 
z nanosom  polietilen glikola (109, 151). Na tak način zaščiteni preparati omogočajo enostavno 
shranjevanje preparatov na sobni temperaturi in so primerni za pošiljanje.  
 
1.3.4 Priprava krvavih citoloških vzorcev 
 
Priprava preparatov iz krvavih citoloških vzorcev zahteva posebne postopke, saj eritrociti, ki  
prekrivajo ali odrivajo diagnostično pomembne celice, ovirajo in omejujejo mikroskopski 
pregled. V literaturi so opisani različni postopki za kemično hemolizo eritrocitov pred ali po 
pripravi preparatov (99, 152, 153), vendar poročil o vplivu takih postopkov na ICK-reakcije ni. 
 
1.3.5 Optimizacija, standardizacija, validacija ICK  
 
Protitelesa, detekcijski kiti in postopki IHK so namenjeni in prilagojeni za uporabo na FFVP-
vzorcih. Teoretično je treba za vsako odstopanje od standardne priprave FFVP-vzorcev na novo 
opredeliti analitske in diagnostične vrednosti posameznega protitelesa in prilagoditi postopek 
IHK (6, 42, 80). 
V skladu s tem so za ustrezno preverjanje in potrditev zanesljivosti ICK-reakcij potrebni 
citološki vzorci, pripravljeni na enak način kot diagnostični vzorci, na katerih se bo test oziroma 
protitelo uporabljalo.  
Priprava pozitivnih in negativnih kontrol za ICK iz citoloških vzorcev je izredno zahtevna, 
predvsem zaradi količinsko majhnih vzorcev, ki jih je treba ustrezno pripraviti takoj po odvzemu 
(95, 154). Poleg tega priprava citoloških vzorcev ni standardizirana; v posameznih laboratorijih 
lahko uporabljajo celo več različnih postopkov priprave vzorcev, podatki o primernosti 
posameznih postopkov pa so omejeni in celo nasprotujoči.   
Zaradi veliko različnih in nestandardiziranih postopkov priprave citoloških vzorcev in številnih 
protiteles je v praksi nemogoče upoštevati enaka priporočila, kot veljajo za validacijo IHK- 
testov na FFVP-vzorcih. 
V najnovejših priporočilih za validacijo IHK-testov (42) so bila zato objavljena tudi ustrezno 
prilagojena priporočila za validacijo ICK-določanja diagnostičnih in napovednih dejavnikov na 
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citoloških vzorcih. Tako je za potrditev zanesljivosti ICK-reakcij na citoloških vzorcih treba 
doseči najmanj 90-odstotno ujemanje z rezultati IHK-reakcij na odgovarjajočih FFVP-vzorcih 
istega tumorja. Pri tem pa število testiranih vzorcev ni opredeljeno (42). 
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2 NAMEN DELA 
Namen dela je ugotoviti, ali je imunocitokemično dokazovanje različnih diagnostičnih in 
napovednih dejavnikov na citoloških vzorcih, pripravljenih po postopku, ki smo ga razvili, enako 
zanesljivo kot na standardno pripravljenih histoloških vzorcih tumorjev. 
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3 HIPOTEZE 
1. Ustrezen postopek priprave in fiksacije citoloških vzorcev ohrani morfologijo celic in 
omogoča imunocitokemično določitev različnih diagnostičnih in napovednih dejavnikov.  
2. Rezultati imunocitokemičnega dokazovanja diagnostičnih in napovednih dejavnikov na 
citoloških vzorcih se ujemajo z rezultati na odgovarjajočih histoloških vzorcih.  
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4 METODE 
4.1 Priprava citoloških vzorcev za ICK  
 
Citološke vzorce in celice humane celične linije raka dojke  MCF-7, uporabljene v naših 
študijah, smo takoj po odvzemu oziroma pripravi standardnih razmazov suspendirali v celičnem 
mediju in najkasneje v 24 urah pripravili citospine.  
 
4.1.1 Celični medij 
 
Za pripravo celičnega medija smo najprej pripravili osnovne raztopine govejega serumskega 
albumina (BSA), izotoničnega fosfatnega pufra in EDTA, ki smo jih zmešali v takem razmerju, 
da je končna mešanica vsebovala 4,5 % BSA in 0,45 % EDTA.  
Osnovne raztopine 
PBS  pH  7,15      
NaCl  8,5 g 
KH2PO4         1,36 g 
raztopimo v 95 ml bidest.H2O, popravimo pH na 7,15 z 2N NaOH in dopolnimo do 100 ml. 
 
EDTA  (C10H14Na2O 8x 2H2O, 1,08454, Merck, Darmstadt, Nemčija), 5 % 
BSA (11920, SERVA, Heidelberg, Nemčija), 20 % 
Penicillin (Crystacillin, Pliva, Ljubljana, Slovenija)  
Garamycin (Krka, Novo Mesto, Slovenija) 
 
Celični medij – končna mešanica 
PBS smo redčili z vodo v razmerju 1:10, dodali 40 ml 5 % EDTA, 100 ml 20 % BSA, pH smo 
popravili na 6,8 z nasičeno raztopino Na2CO3. Po pripravi smo celičnemu mediju dodali 100 IU 
Penicillina/100 ml in 0,4 mg Garamycin/100 ml. Takoj po pripravi smo celični medij sterilizirali 
s pomočjo sistema za vakumsko filtracijo z velikostjo por 0,22 µm (Stericup-GV SCGVU02RE, 
Merck Millipore, Nemčija). Sterilen celični medij smo do uporabe hranili v alikvotih po 1 ml do 
1,5 ml v sterilnih steklenih epruvetah za vakuumski odvzem krvi BD Vacutainer (BD ref. 
367614, Plymouth, VB)  pri 4 °C največ 6 mesecev.   
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4.1.2 Priprava citospinov  
 
Za pripravo citospinov iz celic, suspendiranih v celičnem mediju, smo uporabili citocentrifugo 
Shandon Cytospin 4 (Thermo Shandon Inc., Pittsburgh, PA, ZDA) pri 700 rpm 4 minute (50 g). 
Iz vsake celične suspenzije smo najprej pripravili testni citospin, ki smo ga pobarvali z barvilom 
Hemacolor® (Solution 3, colour reagent blue Merck, Darmstadt, Nemčija, Cat.No. 
1.11674.0001) in s svetlobnim mikroskopom ocenili ustreznost gostote celične suspenzije in 
volumen potrebne suspenzije za pripravo posameznega citospina. Na podlagi ocene testnega 
citospina smo gostoto celične suspenzije uravnali tako, da so citospini vsebovali celice, ki so bile  
enakomerno in v enem sloju razporejene na objektnem steklu. V primeru prevelikega števila 
celic, ki so se prekrivale, smo gostoto celične suspenzije zmanjšali z dodatkom celičnega medija. 
V primeru majhnega števila celic smo s centrifugiranjem koncentrirali suspenzijo ali povečali 
volumen suspenzije za pripravo posameznega citospina. Za pripravo posameznega citospina smo 
uporabili od 100 do 200 µl celične suspenzije. 
 
4.1.3 Zaščita citospinov s polietilen glikolom  
 
Za zaščito fiksiranih citospinov smo uporabili 5-% mešanico polietilen glikola (PEG) v 
metanolu, ki smo jo pripravili tako, da smo utekočinjen PEG (Carbowax 1450, P5402, Sigma 
Aldrich, St. Luis, ZDA) zmešali v enakem razmerju z destilirano vodo, nato pa dodali toliko 
metanola, da smo dosegli  5 % delež PEG. 
 
4.2 Vpliv fiksacije citoloških preparatov in postopka ICK-barvanja na 
dokazovanje estrogenskih receptorjev 
 
Zaradi odločilne vloge na nadaljnjo obravnavo bolnikov in posebnih zahtev glede zanesljivosti 
rezultatov ICK-določanja ER smo v tej študiji posebej podrobno analizirali vpliv različnih 
citoloških postopkov fiksacije preparatov na rezultat ICK-določanja ER in določili optimalne 
pogoje ICK-reakcije. 
Kot model za proučevanje vplivov različnih postopkov fiksacije in pogojev ICK-postopka na 
dokazovanje ER smo uporabili humano celično linijo hormonsko odvisnega raka dojke (MCF-7), 
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ki po podatkih iz literature vsebuje 60 do 80 % ER pozitivnih celic (155). Zaradi kompleksnosti 
testiranja smo poskus izvedli v štirih delih (preglednica 1). 
 V prvem poskusu smo določili optimalne pogoje ICK-dokazovanja ER-receptorjev z 
monoklonskim protitelesom 1D5. Želeli smo ugotoviti, kako fiksacija z običajnimi 
citološkimi fiksativi (metanol, etanol, Delaunay fiksativ, razpršilni fiksativ Cell-Fixx™) 
vpliva na ICK-dokazovanje ER, kakšen je najprimernejši način shranjevanja preparatov, ali je 
potrebno razkrivanje antigena z mikrovalovi in kakšna je optimalna koncentracija primarnega 
monoklonskega protitelesa 1D5. 
 V drugem poskusu smo določili variabilnost rezultatov ICK-določanja ER-receptorjev z 
monoklonskim protitelesom 1D5 za tiste kombinacije pogojev, ki so v prvem poskusu dali 
optimalne rezultate, to je od 60 do 80 % ER pozitivnih celic in dobro ohranjeno morfologijo 
celic.  
 V tretjem poskusu smo optimalne pogoje, pri katerih smo dosegli ustrezen delež celic MCF-7, 
pozitivnih na ER z monoklonskim protitelesom 1D5, preverili še na citoloških vzorcih, 
odvzetih z aspiracijsko biopsijo, iz operativno odstranjenih primarnih karcinomov dojke in 
arhivskih razmazih preoperativnih aspiracijskih biopsij karcinomov dojk.  
 V četrtem poskusu smo na diagnostičnih vzorcih raka dojke primerjali rezultate ICK-
določanja ER-receptorjev z monoklonskim protitelesom 1D5 in monoklonskim protitelesom 
6F11. 
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Preglednica 1. Pregled poskusov za ugotavljanje vpliva fiksacije citoloških preparatov in 
pogojev ICK-postopka na dokazovanja ER pozitivnih celic.  
Poskus Namen Material in metode 
1 
Določitev optimalne fiksacije in pogojev 
ICK-postopka za dokazovanje ER na 
citoloških preparatih. 
  Citospini, pripravljeni iz dveh neodvisno 
gojenih celic MCF-7 celične linije (N = 210). 
 
  7F x 2Mw x 2R = 42 protokolov. 
2 
Variabilnost ICK-dokazovanja ER na 
citoloških preparatih. 
  Citospini, pripravljeni iz MCF-7 celične linije 
(N = 84). 
  7 protokolov iz prvega poskusa, ki so v prvem 
poskusu dobro ohranili IR (vsaj 60 % ER + celic) 
in morfologijo celic. 
3 
Zanesljivost ICK-določanja ER na vzorcih 
aspiracijskih biopsij z monoklonskim 
protitelesom 1D5. 
 Vzorci aspiracijskih biopsij operativno 
odstranjenih tumorjev raka dojke (N = 53): 
  citospini, fiksirani v metanolu, 
  citospini, barvani po Papanicolaou, 
  razmazi, barvani po Papanicolaou. 
 
 Arhivski razmazi, barvani po Papanicolaou  
(N = 130). 
4 
Zanesljivost ICK določanja ER na vzorcih 
aspiracijskih biopsij z monoklonskim 
protitelesom 1D5 in 6F11. 
 Preoperativni vzorci aspiracijskih biopsij raka 
dojke (N = 37): 
 citospini, fiksirani v metanolu, 
 monoklonsko protitelo 1D5, 
 monoklonsko protitelo 6F11. 
      Legenda: 
      ER – estrogenski receptorji 
      F – fiksacija 
      ICK – imunocitokemično 
      IR – imunoreaktivnost 
      Mw – predobdelava z mikrovalovi 
      N – število  
      R – redčitev protitelesa 
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4.2.1 Gojenje celične linije MCF-7 
 
Humano celično linijo raka dojke MCF-7 (ATCC® HTB-22™), American Type Culture 
Collection, Manassas, VA, ZDA) smo gojili v gojišču z Eaglovim osnovnim medijem (AMEM, 
Life Technologies, Grand Island, NY, ZDA), obogatenim z dodatkom 5 % fetalnega telečjega 
seruma (FBS, Life Technologies, Grand Island, NY, ZDA), 10 mM/l L-glutamina (Life 
Technologies, Grand Island, NY, ZDA), 100 U/ml Penicillin (Grünenthal, Aachen, Nemčija) in 
50 mg/ml Gentamycin (Krka, Novo mesto, Slovenija) v atmosferi s 5 % CO2 na 37 °C. 
V logaritemski fazi rasti smo celice ločili od podlage s pomočjo mešanice 0,25-% tripsina in 0,02 
% EDTA (Life technologies, Grand Island, NY, ZDA) in jih suspendirali v gojišču AMEM z 
dodatkom 5 % FBS. Delovanje tripsina smo ustavili tako, da smo odstranili medij in celice 
resuspendirali v celičnem mediju.  
 
4.2.2 Fiksacija, barvanje in shranjevanje citospinov 
 
Takoj po pripravi smo citospine fiksirali in do postopka ICK shranili po enem od spodaj opisanih 
postopkov. 
Metanol 
Citospine smo takoj potopili in do uporabe hranili v ohlajenem metanolu (4–8
 °
C).   
96-% etanol 
Citospine smo takoj potopili in do uporabe hranili v 96 % etanolu. 
Cell-Fixx™ 
Cell-Fixx™ (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo,  ZDA) je komercialen fiksativ v razpršilu, ki 
vsebuje mešanico alkoholov in polietilen glikol. Fiksativ smo z razpršilom nanesli na citospine, 
jih posušili in do uporabe hranili na sobni temperaturi. 
Delaunay 
Delaunay je mešanica 100-% etanola in acetona v razmerju 1 : 1 z dodatkom 0,05 % 0,5 M 
triklorocetne kisline. Citospine smo fiksirali v tej mešanici vsaj 1 uro in jih nato barvali po 
postopku Papanicolaou. 
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Barvanje po Papanicolaou  
V postopku barvanja po Papanicolaou smo celice najprej hidrirali v alkoholih padajoče 
koncentracije in vodovodni vodi, nato smo barvali jedra s hematoksilinom (109253, Merck 
KGaA, Darmstadt, Nemčija), citoplazme pa z barvilom Orange G (106886 Merck KGaA, 
Darmstadt, Nemčija) in EA50 (109272 Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija). Po barvanju smo 
celice dehidrirali z alkoholi naraščajoče koncentracije in ksilenom ter jih pokrili s krovnim 
steklom in medijem za pokrivanje. Preparate, barvane po Papanicolaou, smo do uporabe hranili 
na sobni temperaturi. 
 
4.2.3 Določitev optimalne fiksacije in pogojev ICK-postopka za dokazovanje ER z 
monoklonskim protitelesom 1D5 (poskus 1) 
 
Iz vsake od dveh neodvisno gojenih celic MCF-7 celične linije smo po standardnem postopku 
pripravili 105 citospinov. Za fiksacijo in shranjevanje citospinov smo uporabili 7 različnih 
postopkov, ki so prikazani v preglednici 2. Za ICK-določanje ER-receptorjev smo za vsak 
postopek fiksacije uporabili 3 različne čase predobdelave z mikrovalovi (0, 5, 10 min) in 2 
različni koncentraciji primarnega protitelesa 1D5 (1/100, 1/200), skupaj 42 različnih protokolov.  
Preglednica 2. Postopki fiksacije in shranjevanja citospinov, pripravljenih iz celične linije 
MCF-7 za ICK-dokazovanje ER.  
 
Postopek Fiksativ Čas fiksacije 
Barvanje 
Papanicolaou Shranjevanje 
1 Delaunay 1 uro da ST 
2 Delaunay 12 ur da ST 
3 96 % etanol 1 uro da ST 
4 96 % etanol 12 ur da ST 
5 metanol do 30 dni ne +4 °C 
6 Cell-Fixx™ / ne ST 
7 Cell-Fixx™ / da ST 
                                 Legenda: 
                                 ST – sobna temperatura 
 
Pred postopkom ICK-barvanja smo citospine, fiksirane s fiksativom Cell-Fixx™ namočili za 10 
min v metanol, da smo odstranili PEG, citospine, barvane po Papanicolaou, pa smo namočili v 
ksilol, da smo odstranili krovno steklo in medij za pokrivanje. Citospinov, fiksiranih v metanolu, 
nismo posebej pripravljali. 
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Vse citospine smo najprej inkubirali v 5-% mešanici metanola in H2O2 (5 min), da smo  inhibirali 
endogeno peroksidazo.  
Za predobdelavo z mikrovalovi smo preparate segrevali v citratnem pufru pri pH 6 v SHARP 
mikrovalovni pečici pri 750 W. 
V ICK-postopku smo preparate inkubirali čez noč pri 4 °C v vlažni komori z monoklonskim 
protitelesom 1D5, ki prepozna A/B področje na amino koncu molekule ERα (M7047, 
DakoCytomation, Carpinteria, CA, ZDA) v koncentraciji 1/100 in 1/200. Vezavo primarnega 
protitelesa smo prikazali z biotiniliranim zajčjim protitelesom proti mišjim IgG (E354 
DakoCytomation, Carpinteria, CA, ZDA) in avidin biotin detekcijskim kitom (K355 
DakoCytomation, Carpinteria, CA, ZDA). Kot kromogen smo uporabili 0,05 % diaminobenzidin 
(D9015, Sigma Aldrich, Saint Louis, ZDA) s  H2O2. Jedra smo kontrastirali 40 sekund z 
Mayerjevim hematokslinom.   
Imunocitokemično barvanje smo izvedli v 4 neodvisnih serijah barvanja, tako da je vsaka serija 
vključevala po en preparat za vsako kombinacijo fiksacije, predobdelave z mikrovalovi in 
redčitve protitelesa. 
 
4.2.4 Variabilnost ICK-dokazovanja ER pri izbranih pogojih ICK-postopka (poskus 2) 
 
Variabilnost ICK-dokazovanja ER-receptorjev smo ugotavljali za 7 protokolov (kombinacija 
fiksacije, predobdelave z mikrovalovi in redčenja protitelesa), pri katerih smo v prvem poskusu 
dobili ustrezno jedrno reakcijo v vsaj 60 % celic. Iz celic MCF-7 celične linije smo pripravili 84 
citospinov (7 postopkov fiksacije x 2 paralelki x 4 ponovitve barvanja + 28 negativnih kontrol). 
Imunocitokemično barvanje z monoklonskim protitelesom 1D5 smo izvedli v štirih zaporednih 
neodvisnih serijah. V vsaki seriji je bilo 21 preparatov (7 postopkov fiksacije x 2 paralelki + 7 
negativnih kontrol). 
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4.2.5 ICK-dokazovanje ER-receptorjev na vzorcih aspiracijskih biopsij raka dojke z 
monoklonskim protitelesom 1D5 (poskus 3) 
 
Zanesljivost ICK-dokazovanja ER-receptorjev smo testirali na vzorcih aspiracijskih biopsij, 
odvzetih iz 53 svežih operativno odstranjenih primarnih karcinomov dojke in 130 arhivskih 
razmazih, pripravljenih iz preoperativnih diagnostičnih vzorcev aspiracijskih biopsij s tanko iglo. 
Rezultate ICK-določanja ER-receptorjev na vzorcih aspiracijskih biopsij smo primerjali z 
rezultati IHK-določanja ER-receptorjev na odgovarjajočih standardno pripravljenih histoloških 
vzorcih. 
 
4.2.5.1 Vzorci aspiracijskih biopsij svežih operativno odstranjenih karcinomov dojke 
 
Vzorce aspiracijskih biopsij iz svežih operativno odstranjenih karcinomov dojke smo odvzeli na 
Oddelku za patologijo Onkološkega inštituta v Ljubljani po makroskopski analizi in odvzemu 
tkiva za histopatološko diagnostiko. Takoj po odvzemu vzorca z aspiracijsko biopsijo smo po 
standardnem postopku pripravili razmaz, ki smo ga fiksirali v Delaunay fiksativu in barvali po 
Papanicolaou. Nato smo iglo in brizgo z ostankom vzorca sprali s celičnim medijem. Iz celične 
suspenzije smo še isti dan po standardnem, prej opisanem, protokolu s pomočjo citocentrifuge 
Shandon pripravili citospine, ki smo jih fiksirali in shranili v metanolu, in citospine, ki smo jih 
fiksirali v Delaunayu in barvali po Papanicolaou. 
 
4.2.5.2 Arhivski razmazi aspiracijskih biopsij karcinomov dojke 
 
Iz računalniške baze podatkov Oddelka za citopatologijo Onkološkega inštituta v Ljubljani smo 
zbrali primere aspiracijskih biopsij karcinomov dojke, pri katerih je bila diagnoza potrjena s 
histološko preiskavo in je bila IHK-določena vsebnost ER.  
Pred ICK-dokazovanjem estrogenskih receptorjev smo preverili kvaliteto arhivskih razmazov, 
barvanih po Papanicolaou. V študijo smo vključili le razmaze, ki so vsebovali dovolj dobro 
ohranjene in pregledno razporejene tumorske celice. 
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4.2.6 ICK-dokazovanje ER-receptorjev na vzorcih aspiracijskih biopsij raka dojke z 
monoklonskim protitelesom 6F11 (poskus 4) 
 
Za testiranje zanesljivosti avtomatiziranega ICK-postopka določanja ER smo uporabili 
monoklonsko protitelo 6F11 (NCL-L-ER-6F11, Leica Biosystems, Newcastle, VB), ki prepozna 
neopredeljen del molekule ERα. 
Iz diagnostičnih vzorcev aspiracijskih biopsij raka dojke smo po standardnem postopku pripravili 
razmaze za citomorfološko oceno, ostanek vzorca iz igle in brizge smo suspendirali v celičnem 
mediju in pripravili 2 citospina, fiksirana v metanolu za ICK-določanje ER-receptorjev. 
Na enem citospinu smo za določanje ER-receptorjev uporabili monoklonsko protitelo 1D5 in 
ročen postopek barvanja, na drugem citospinu pa monoklonsko protitelo 6F11 in avtomatiziran 
postopek barvanja. Na obeh citospinih smo ICK-reakcije semikvantitativno ocenili in rezultate 
primerjali z rezultati IHK-določanja ER-receptorjev na odgovarjajočih FFVP-vzorcih. 
Avtomatiziran postopek ICK-barvanja z monoklonskim protitelesom 6F11 (NCL-L-ER-6F11, 
Leica Biosystems, Newcastle, VB) v koncentraciji 1/50 smo izvedli v aparatu Nexes (Ventana 
Medical Systems, Inc, California, ZDA) in uporabili detekcijski sitem iView (Ventana Medical 
Systems; Tuscon, Arizona, ZDA). Pred postopkom v aparatu smo endogeno peroksidazo 
inhibirali z inkubacijo citospinov v 5 % H2O2 za 5 min.  
 
4.2.7 Vrednotenje ICK-reakcij 
 
Na  preparatih, pripravljenih iz celične linije MCF-7, smo zaradi bolj natančnega spremljanja 
variabilnosti ICK-reakcij in zaradi primerjave s podatki iz literature rezultate ICK-reakcij izražali 
kot delež ER pozitivnih celic (%). Pri tem smo kot pozitivno ICK-reakcijo upoštevali jedrno 
reakcijo ne glede na intenzivnost. V vsakem preparatu smo prešteli 200 celic in rezultat izrazili v 
odstotkih pozitivnih celic. 
Na vzorcih aspiracijskih biopsij smo za ocenjevanje ICK-reakcij uporabili semikvantitativen 
način ocenjevanja reakcij, ki je bil uporabljen za IHK-določanje ER na FFVP-vzorcih. Pri tem 
smo upoštevali intenzivnost reakcije (1 – šibka, 2 – močna, 3 – zelo močna) in število pozitivnih 
celic (1 – posamezne, 2 – do 50 %, 3 – večina). Vsota obeh ocen predstavlja končno oceno.  
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Pri analizi skladnosti rezultatov ICK- in IHK-določanja ER smo upoštevali le dihotomne 
rezultate. Vse primere, kjer smo ugotovili neskladje med rezultati ICK- in IHK-reakcij, smo 
ponovno pregledali in ICK-reakcijo opredelili glede na IHK-rezultat kot lažno pozitivno ali 
lažno negativno.  
 
4.3 Vpliv fiksacije in shranjevanja citospinov ter postopka ICK-barvanja na 
dokazovanje drugih diagnostičnih in napovednih dejavnikov 
 
Zaradi omejene količine in razpoložljivosti diagnostičnih citoloških vzorcev za testiranja smo za 
vse ostale antigene preverili le vpliv fiksacije in shranjevanje citospinov v metanolu. 
Za zagotavljanje ustrezno močnih specifičnih reakcij, brez ozadja in nespecifičnih reakcij, smo 
za vsako protitelo, določili optimalne pogoje ICK-postopka (redčitev protitelesa, detekcijski kit) 
na citospinih pripravljenih iz vzorca z znanim izražanjem testiranega antigena in analizirali 
razlike med ICK- in IHK-postopki. 
Dolgoročno shranjevanje citospinov v metanolu pri 4
 °
C ni praktično, zato smo analizirali, koliko 
časa se ohrani imunoreaktivnost antigenov, če citospine po fiksaciji zaščitimo z nanosom PEG in 
hranimo na sobni temperaturi.   
V ta namen smo iz ostankov diagnostičnih citoloških vzorcev, citoloških vzorcev, pripravljenih 
iz svežih histoloških vzorcev ali celičnih linij, kjer smo pričakovali prisotnost antigena, pripravili 
citospine po prej opisanem postopku in jih takoj fiksirali. Po 24 do 48 urah fiksacije v metanolu 
smo citospine zaščitili z nanosom 5 % mešanice PEG v metanolu, jih posušili na zraku in do 
uporabe hranili na sobni temperaturi. 
Vse ICK-reakcije na citospinih, fiksiranih v metanolu, in citospinih, ki smo jih po fiksaciji 
zaščitili z nanosom PEG, smo opravili po standardnem postopku  v aparatu Benchmark XT. 
S svetlobnim mikroskopom smo kvalitativno ocenili vse ICK-reakcije. Pri tem smo kot ustrezne 
opredelili dovolj intenzivne specifične reakcije, prisotne le v pričakovani populaciji celic, brez 
nespecifično obarvanega ozadja. 
Ohranjenost IR na citospinih, zaščitenih s PEG in različno dolgo shranjenih na sobni temperaturi, 
smo spremljali tako, da smo intenzivnost ICK-reakcij primerjali z osnovno ICK-reakcijo na 
citospinu, ki je bil fiksiran v metanolu 24 do 48 ur. 
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4.4 Priprava krvavih citoloških vzorcev za ICK-reakcije 
 
Iz  krvavih diagnostičnih citoloških vzorcev smo po standardnem postopku pripravili dva 
razmaza za citomorfološki pregled, ostanek vzorca smo suspendirali v celičnem mediju. To 
osnovno krvavo celično suspenzijo smo filtrirali skozi najlonski filter z velikostjo por 20 
mikronov (CellTrics 20 µm pore size, Partec GmbH, Münster, Nemčija). Po končani filtraciji 
smo filter sprali z nekaj kapljami celičnega medija, da smo odstranili še zadnje ostanke krvi. 
Celice, večje od 20 mikronov, zbrane na filtru, smo resuspendirali v svežem celičnem mediju. 
Postopek filtracije prikazuje slika 1.  
Iz vsake posamezne frakcije – osnovne krvave suspenzije (a), celic zbranih na filtru (c) in 
ostanka po filtriranju (b) – smo po standardnem postopku pripravili citospin za citomorfološko 
oceno. Dodatne citospine, fiksirane za ICK-reakcije, smo pripravili le iz celic, zbranih na filtru 
(c) iz tistih vzorcev, kjer smo na testnem citospinu ugotovili zadostno število diagnostično 
pomembnih celic (vsaj 30 celic na vidno polje pri veliki povečavi). 
Vse ICK-reakcije so bile izvedene v Nexes aparatu s komercialnim detekcijskim kitom Basic 
DAB detection kit (Ventana Medical Systems; Tucson, Arizona, ZDA) v skladu z navodili 
proizvajalca. 
 
Slika 1. Filtracija krvavih vzorcev 
 
 
S svetlobnim mikroskopom smo semikvantitativno z ocenami od 0 do 3 ocenjevali prisotnost 
diagnostičnih celic in eritrocitov v citospinih, pripravljenih iz vseh treh frakcij in kakovost 
imunocitokemičnih reakcij na citospinih, pripravljenih iz celic, zbranih na filtru. 
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4.5 Zanesljivost ICK-dokazovanja diagnostičnih in napovednih dejavnikov na 
citoloških vzorcih 
 
Zanesljivost ICK-dokazovanja diagnostičnih in napovednih dejavnikov na citoloških vzorcih 
smo ocenili tako, da smo primerjali rezultate ICK-reakcij na citospinih, pripravljenih iz 
diagnostičnih citoloških vzorcev in citoloških vzorcev, odvzetih iz svežih histoloških vzorcev 
možganskih tumorjev, suspendiranih v celičnem mediju, z rezultati IHK-reakcij na 
odgovarjajočih standardno pripravljenih FFVP-vzorcih.    
 
4.5.1 Diagnostični citološki vzorci  
 
V bazi podatkov Inštituta za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani smo za 
obdobje od 2008 do 2012 poiskali vse primere citoloških vzorcev, kjer so bile opravljene  ICK-
reakcije in so bili kasneje v histopatološki diagnostiki operativno odstranjenih tumorjev IHK-
prikazani enaki diagnostični dejavniki.  
Iz diagnostičnih vzorcev aspiracijskih biopsij s tanko iglo smo takoj po odvzemu pripravili 
direktne razmaze za citomorfološki pregled, ki smo jih barvali po postopku May Grunwald 
Giemsa in Papanicolaou. Ostanek vzorca v brizgi in igli smo nato suspendirali v celičnem 
mediju. S pregledom testnega citospina smo ocenili gostoto in sestavo celične suspenzije in nato 
pripravili potrebno število citospinov za ICK, ki smo jih fiksirali in do postopka shranili v 
metanolu.  
Iz različnih izlivov, poslanih v citopatološko preiskavo, smo po standardnem postopku s 
centrifugiranjem pripravili sediment, iz katerega smo pripravili direktne razmaze za barvanje po 
postopku May Grunwald Giemsa in Papanicoloau, ostanek sedimenta smo suspendirali v 
celičnem mediju in po standardnem postopku pripravili citospine, fiksirane v metanolu. 
Rezultate ICK-določanja diagnostičnih dejavnikov na citoloških vzorcih smo primerjali z 
rezultati IHK-reakcij na odgovarjajočih histoloških vzorcih operativno odstranjenih tumorjev. V 
primeru neujemanja rezultatov smo ponovno pregledali in ocenili ICK- in IHK-reakcije in ICK-
reakcije opredelili kot lažno pozitivne ali lažno negativne glede na IHK-rezultate. 
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4.5.2 Citološki vzorci, pripravljeni iz svežih histoloških vzorcev  
 
Iz svežih operativno odstranjenih možganskih tumorjev smo s površine tumorja s krtačko za 
pripravo brisa materničnega vratu odvzeli celice (slika 2), jih suspendirali v celičnem mediju in 
po standardnem postopku pripravili citospine za ICK-reakcije. Vse citospine smo fiksirali v 
metanolu 12 do 14 ur, nato smo jih zaščitili s 5 % mešanico PEG  in do postopka shranili na 
sobni temperaturi. Pred ICK-postopkom smo te preparate namočili v metanol (10 min), da smo 
odstranili zaščitni sloj PEG. Na tako pripravljenih citospinih smo ICK-dokazovali CK 7, CK 20, 
proliferativni antigen Ki67 in  tumor-supresor protein p53 za tiste vzorce, kjer so bili ti dejavniki 
IHK-določeni na odgovarjajočih FFVP-vzorcih.  
Rezultate ICK-reakcij na citospinih smo primerjali z rezultati IHK na odgovarjajočih standardno 
pripravljenih histoloških vzorcih. V analizi ujemanja ICK-rezultatov na citospinih in 
odgovarjajočih histoloških vzorcih smo za CK 7 in CK 20 upoštevali dihotomne rezultate, za 
Ki67 in p53 pa semikvantitativne ocene deleža pozitivnih celic. Razlike večje ali enake 10 % 
smo opredelili kot neujemanje. 
 
Slika 2. Odvzem citološkega vzorca s pomočjo krtačke  
 
 
4.5.3 Postopek ICK-dokazovanja diagnostičnih in napovednih dejavnikov 
 
Citospine, barvane po  Papanicolaou, smo čez noč namočili v ksilol, da smo odstranili krovno 
steklo in medij za pokrivanje. Citospine, zaščitene s PEG, smo pred postopkom namočili v 
metanol (10 min), da smo odstranili zaščitno plast PEG. Citospinov, fiksiranih in shranjenih v 
metanolu, nismo posebej pripravljali. 
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Pred ICK-postopkom smo vse citospine inkubirali v 5 % mešanici metanola in H2O2 (5 min), da 
smo inhibirali endogeno peroksidazo, sprali s pufrom, opremili z nalepkami in zložili v aparat, 
kjer je potekal ICK-postopek. 
 
4.5.4 Vrednotenje rezultatov ICK- in IHK-reakcij 
 
Imunocitokemične reakcije in ohranjenost morfologije celic smo vrednotili s svetlobnim 
mikroskopom. Pravilnost izvedenih postopkov in aktivnost protiteles smo preverili z uporabo 
ustreznih enako pripravljenih pozitivnih in negativnih kontrol.  
Za vse primere, kjer smo z analizo podatkov ugotovili neujemanje, smo ponovno pregledali 
preparate z ICK- in IHK-reakcijami in po potrebi ponovili ICK-reakcije, kjer so še bili na 
razpolago dodatni preparati.  
 
4.6 Statistična analiza 
 
Statistične analize smo izvedli na osebnem računalniku s statističnim paketom SPSS (Statistical 
Package for Social Science ), verzija 12.  
Za prikaz rezultatov smo uporabili metode deskriptivne statistike. Za analizo ujemanja rezultatov 
imuncitokemičnih reakcij na citoloških vzorcih in odgovarjajočih histoloških vzorcih smo 
uporabili kapa statistično metodo (Cohenov kapa koeficient). Za ugotavljanje razlik v deležu 
celic, pozitivnih na ER glede na način fiksacije, smo uporabili Duncanov test za zvezne 
spremenljivke. Razlike pri p < 0,05 smo označili kot statistično pomembne. 
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5 REZULTATI 
5.1 Vpliv fiksacije citoloških preparatov in postopka ICK-barvanja na 
dokazovanje estrogenskih receptorjev     
5.1.1 Določitev optimalne fiksacije in pogojev ICK-postopka na dokazovanje ER-
receptorjev 
 
Rezultati ICK-dokazovanja ER na citospinih, pripravljenih iz dveh neodvisno gojenih serij 
celične linije MCF-7, so prikazani v preglednici 3.  Zaradi velikega števila citospinov je bil ICK-
postopek izveden v štirih neodvisnih serijah. V prvih dveh serijah ICK-postopka, so bili 
vključeni citospini pripravljeni iz prve serije celične linije, v drugih dveh serijah ICK-postopka, 
pa citospini pripravljeni iz druge neodvisno gojene serije MCF-7 celične linije. 
Ustrezno jedrno reakcijo v vsaj 60 % celic MCF-7 (povprečje 4 barvanj) in dobro ohranjeno 
morfologijo celic smo ugotovili pri 9/42 testiranih protokolov (protokol 5, 11, 17, 23, 35, 37, 38, 
39, 41, slika 3A).  
V primerih šibke ali nejasne reakcije, reakcije v citoplazmi celic in v primerih slabo ohranjene 
morfologije celic, reakcij nismo ocenjevali (slika 3B). 
  
50 
 
Preglednica 3. Delež celic MCF-7, pozitivnih na ER pri različnih postopkih fiksacije in 
različnih pogojih ICK-določanja, na citospinih pripravljenih iz dveh neodvisno gojenih 
serij celične linije. 
 
Protokol 
 
Fiksacija, Mw, redčitev  
Serija barvanja  
× (N = 4) 1 2 3 4 
1 D1P, Mw0, R100 NO NO NO NO NO 
2 D1P, Mw0, R200 NO 19 NO NO 19 
3 D1P, Mw5, R100 74 43 34 29 45 
4 D1P, Mw5, R200 70 NO NO 25 47 
5 D1P, Mw10, R100 77 72 67 46 65 
6 D1P, Mw10, R200 NO 73 47 50 57 
7 E1P, Mw0, R100 NO NO NO 38 38 
8 E1P, Mw0, R200 NO 16 44 NO 30 
9 E1P, Mw5, R100 79 52 33 25 47 
10 E1P, Mw5, R200 79 32 41 18 42 
11 E1P, Mw10, R100 83 70 71 59 71 
12 E1P, Mw10, R200 NO 56 38 60 52 
13 D12P, Mw0, R100 NO NO NO NO NO 
14 D12P, Mw0, R200 NO 19 45 26 30 
15 D12P, Mw5, R100 74 56 31 21 46 
16 D12P, Mw5, R200 71 47 32 20 42 
17 D12P, Mw10, R100 89 67 70 68 74 
18 D12P, Mw10, R200 75 56 28 52 53 
19 E12P, Mw0, R100 NO NO 60 50 55 
20 E12P, Mw0, R200 68 20 53 38 45 
21 E12P, Mw5, R100 76 28 34 24 40 
22 E12P, Mw5, R200 75 22 24 27 37 
23 E12P, Mw10, R100 87 80 66 53 72 
24 E12P, Mw10, R200 68 41 65 59 58 
25 CFP, Mw0, R100 76 59 NO NO 67 
26 CFP, Mw0, R200 57 21 NO 24 34 
27 CFP, Mw5, R100 89 36 26 16 42 
28 CFP, Mw5, R200 79 47 20 7 38 
29 CFP, Mw10, R100 78 71 NO 50 66 
30 CFP, Mw10, R200 NO 56 NO 43 50 
31 CF, Mw0, R100 60 36 61 NO 52 
32 CF, Mw0, R200 56 41 57 48 50 
33 CF, Mw5, R100 73 50 53 37 53 
34 CF, Mw5, R200 79 52 29 38 50 
35 CF, Mw10, R100 85 28 74 62 62 
36 CF, Mw10, R200 NO 46 62 44 50 
37 M, Mw0, R100 78 75 55 53 65 
38 M, Mw0, R200 85 71 66 47 67 
39 M, Mw5, R100 81 68 61 47 64 
40 M, Mw5, R200 79 41 35 44 50 
41 M, Mw10, R100 82 47 73 55 64 
42 M, Mw10, R200 80 54 57 31 55 
Legenda: 
D1P – fiksacija v Delaunayu 1 uro, barvanje po Papanicolaou 
D12P – fiksacija v Delaunayu 12 ur, barvanje po Papanicolaou 
E1P – fiksacija v etanolu 1 uro, barvanje po Papanicolaou 
E12P – fiksacija v etanolu 12 ur, barvanje po Papanicolaou 
CFP – fiksacija s Cell-Fixx™ -om, barvanje po Papanicolaou 
CF – fiksacija s Cell-Fixx™ -om 
M – fiksacija v metanolu 
Mw – čas obdelave z mikrovalovi (0, 5, 10 min) 
R – redčitev protitelesa 1D5 (1 : 100, 1 : 200) 
NO – neocenjeno 
N – število 
          – ustrezna jedrna reakcija > 60 %  in dobro ohranjena morfologija celic 
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Slika 3. ICK-dokazovanje ER z monoklonskim protitelesom 1D5 na citospinih, 
pripravljenih iz  celične linije MCF-7 
A: ustrezna specifična jedrna reakcija na citospinu, fiksiranem v metanolu;  
B: šibka jedrna reakcija v manj kot 60 % celic na citospinu, barvanem po Papanicolaou 
(x600)        
 
Variabilnost rezultatov ICK-določanja ER na citospinih, pripravljenih iz dveh neodvisno gojenih 
serij celične linije MCF-7, ki smo jih dobili v 4 ponovitvah ICK-postopka, za 7 izbranih 
protokolov prikazuje preglednica 4 in graf 2. 
 
 
Graf 2. Delež celic MCF-7, pozitivnih na estrogenske receptorje, pri izbranih protokolih, 
barvanih v 4 različnih serijah ICK-barvanja, na citospinih pripravljenih iz dveh neodvisno 
gojenih serij celične linije. 
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Preglednica 4. Variabilnost deleža celic MCF-7, pozitivnih na estrogenske receptorje, pri 
izbranih protokolih, barvanih v 4 različnih serijah ICK-barvanja, na citospinih 
pripravljenih iz dveh neodvisno gojenih serij celične linije.  
Št. 
protokola Protokol 
% ER + celic (N = 4) 
× SD CV 
5 D1P Mw10 R100 65 14 21 
11 E1PMw10 R100 71 10 14 
17 D12P Mw10 R100 74 10 14 
23 E12P Mw10 R100 72 15 21 
35 CF Mw10 R100 62 25 40 
37 M Mw0 R100 65 13 20 
41 M Mw10 R100 64 16 25 
Legenda: 
D1P – fiksacija v Delaunayu 1 uro, barvanje po Papanicolaou 
D12P – fiksacija v Delaunayu 12 ur, barvanje po Papanicolaou 
E1P – fiksacija v etanolu 1 uro, barvanje po Papanicolaou 
E12P – fiksacija v etanolu 12 ur, barvanje po Papanicolaou 
CF – fiksacija s Cell-Fixx™ -om 
M – fiksacija v metanolu 
Mw – čas obdelave z mikrovalovi (0, 5, 10 min) 
R – redčitev protitelesa 1D5 (1 : 100, 1 : 200) 
N – število ponovitev 
ER – estrogenski receptorji 
SD – standardna deviacija 
                  CV – koeficient variacije 
Ugotovljena variabilnost rezultatov, bi lahko bila posledica razlik med neodvisno gojenima 
serijama celične linije (156), zato smo za analizo vpliva postopka fikacije in shranjevanja 
preparatov na variabilnost ICK-dokazovanja ER v drugem poskusu uporabili citospine, 
pripravljene iz ene serije celične linije MCF-7. 
 
5.1.2 Variabilnost ICK-dokazovanja ER-receptorjev 
 
Variabilnost ICK-določanja ER smo ugotavljali na citospinih, pripravljenih iz ene serije celic 
MCF-7. Za pripravo citospinov in ICK-reakcijo smo uporabili le tiste protokole (5, 11, 17, 23, 
35, 37, 41), pri katerih smo v prvem poskusu dobili ustrezno jedrno reakcijo v več kot 60 % 
celic. Rezultati ICK-določanja ER pri izbranih protokolih, dobljeni v štirih ponovitvah (serijah) 
barvanja, so prikazani v preglednici 5. 
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Preglednica 5. Delež celic MCF-7, pozitivnih na estrogenske receptorje, pri izbranih 
protokolih, na citospinih pripravljenih iz ene serije celične linije. 
Št. 
protokol
a Protokol 
% ER 
Serija barvanja(N = 2) 
× SD CV 1 2 3 4 
5 D1P Mw10 R100 73 63 73 52 65 10 16 
11 E1PMw10 R100 56 70 79 63 67 9 14 
17 D12P Mw10 R100 45 64 80 62 63 14 22 
23 E12P Mw10 R100 54 64 70 64 63 6 10 
35 CF Mw10 R100 54 63 74 58 62 7 14 
37 M Mw0 R100 66 83 76 73 75 7 10 
41 M Mw10 R100 68 71 79 72 72 5 7 
Legenda: 
D1P – fiksacija v Delaunayu 1 uro, barvanje po Papanicolaou 
D12P – fiksacija v Delaunayu 12 ur, barvanje po Papanicolaou 
E1P – fiksacija v etanolu 1 uro, barvanje po Papanicolaou 
E12P – fiksacija v etanolu 12 ur, barvanje po Papanicolaou 
CF – fiksacija s Cell-Fixx™ -om 
M – fiksacija v metanolu 
Mw – čas obdelave z mikrovalovi (0, 5, 10 min) 
R – redčitev protitelesa 1D5 (1 : 100, 1 : 200) 
N – število ponovitev 
ER – estrogenski receptorji 
SD – standardna deviacija 
CV – koeficient variacije 
 
 
Delež celic MCF-7, pozitivnih na estrogenske receptorje, je bil najvišji (75 %) na preparatih, ki 
smo jih fiksirali v metanolu in jih nismo segrevali z mikrovalovi (protokol 37, MMw0 R100), 
najnižji (62 %) pa na preparatih, ki smo jih fiksirali s Cell-Fixx™ -om in segrevali 10 min z 
mikrovalovi (protokol 35, CF Mw10 R100).  
Variabilnost deleža celic MCF-7, pozitivnih na estrogenske receptorje, pri izbranih protokolih, 
na citospinih pripravljenih iz ene serije celične linije, barvanih v 4 serijah barvanja, prikazuje 
graf  3. 
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Graf 3. Delež celic MCF-7, pozitivnih na estrogenske receptorje pri izbranih protokolih, 
barvanih v 4 različnih serijah ICK-barvanja, na citospinih pripravljenih iz ene serije 
celične linije. 
 
Variabilnost rezultatov ICK-določanja ER je bila najmanjša na preparatih, ki smo jih fiksirali v 
metanolu in segrevali z mikrovalovi (protokol 41, MMw10R100, CV = 7), največja pa na 
preparatih, fiksiranih v Delaunayu (12 ur) in barvanih po Papanicolaou (protokol 17, D12P 
Mw10 R100, CV = 22).  
 
5.1.3 ICK-dokazovanje ER-receptorjev na vzorcih raka dojke z monoklonskim 
protitelesom 1D5 
 
5.1.3.1 Vzorci aspiracijskih biopsij svežih operativno odstranjenih karcinomov dojke 
 
Estrogenske receptorje smo imunocitokemično določili na 128 preparatih, pripravljenih iz 53 
vzorcev aspiracijskih biopsij, odvzetih iz svežih operativno odstranjenih tumorjev dojke. Pri vseh 
tumorjih so bili v okviru rutinskega diagnostičnega postopka estrogenski receptorji določeni tudi 
imunohistokemično. Večina tumorjev (51/53, 96 %), vključenih v študijo, so bili duktalni 
karcinomi dojke, 2 sta bila opredeljena kot lobularna karcinoma.  
Na histoloških preparatih so bili estrogenski receptorji IHK pozitivni v 42/53 primerih (79 %) in 
negativni v 11/53 primerih (21 %). 
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Na vzorcih aspiracijskih biopsij smo estrogenske receptorje ICK določali na citospinih, 
fiksiranih v metanolu (52), citospinih, barvanih po Papanicolaou (50), in razmazih, barvanih po 
Papanicolaou (26). 
Na citospinih, fiksiranih v metanolu (52), so bili rezultati ICK-določanja estrogenskih 
receptorjev v vseh primerih skladni z rezultati IHK-določanja estrogenskih receptorjev 
(52/52, 100 %, kappa = 1, preglednica 6, slika 4).  
 
Preglednica 6. Rezultati ICK-določanja ER na vzorcih aspiracijskih biopsij in 
odgovarjajočih tkivnih vzorcih. 
 
FFVP 
vzorci 
Vzorci aspiracijskih biopsij 
Citospini, fiksirani 
v metanolu 
Citospini, barvani 
po Papanicolaou  
Razmazi, barvani po 
Papanicolaou  
ER+ ER- ER+ ER- ER+ ER- 
ER + 42 0 36 3 21 1 
ER - 0 10 0 11 0 4 
Skladnost  52/52 (100 %) 47/50 (94 %) 25/26 (96 %) 
Legenda: 
ER – estrogenski receptorji 
FFVP – vzorci fiksirani v formalinu in vklopljeni v parafin  
 
 
Na citospinih, barvanih po Papanicolaou, so bili rezultati ICK-določanja estrogenskih 
receptorjev skladni z rezultati IHK-določanja estrogenskih receptorjev v 47/50 primerov 
(94%, kappa = 0,84, slika 5). V 3 primerih so bili estrogenski receptorji na vzorcu 
aspiracijske biopsije lažno negativni (preglednica 6).  
Na razmazih, barvanih po Papanicolaou, so bili rezultati ICK-določanja estrogenskih 
receptorjev skladni z rezultati IHK-določanja estrogenskih receptorjev v 25/26 primerih 
(96%, kappa = 0,86, preglednica 6).  
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Slika 4. ICK-reakcija z monoklonskim protitelesom 1D5 na citospinu, fiksiranem v 
metanolu, pripravljenem iz vzorca aspiracijske biopsije operativno odstranjenega tumorja 
(A), in IHK-reakcija na odgovarjajočem FFVP-vzorcu (B) 
 
 
 
            
Slika 5. ICK-reakcija z monoklonskim protitelesom 1D5 na citospinu, barvanem po 
Papanicolaou, pripravljenem iz vzorca aspiracijske biopsije operativno odstranjenega 
tumorja (A), in IHK-reakcija na odgovarjajočem FFVP-vzorcu (B) 
 
 
 
5.1.3.2 Arhivski razmazi aspiracijskih biopsij karcinomov dojke 
 
V arhivu Oddelka za citopatologijo je bilo shranjenih 130 razmazov aspiracijskih 
biopsij raka dojke, ki so bili odvzeti na Onkološkem inštitutu v letu 1999 in so 
izpolnjevali vse kriterije za vključitev v študijo – razmaz, barvan po Papanicolaou, 
histološko potrjena diagnoza raka dojke in IHK določeni estrogenski receptorji.  
Pri oceni kvalitete razmazov, ki smo jo opravili pred ICK določanjem estrogenskih 
receptorjev, smo iz študije izločili 14/130 (10 %) razmazov, ker so vsebovali zelo malo 
57 
 
celic. V študijo je bilo tako vključenih 116 arhivskih razmazov, barvanih po 
Papanicolaou. Kvaliteta razmazov je bila zelo dobra pri 46/116 razmazih (40 %), 
zmerno dobra pri 64/116 razmazih (55 %), 6 razmazov (5 %) pa je bilo slabih. 
Večina tumorjev (104/116) je bila histološko opredeljena kot duktalni karcinom dojke, 
8/116 je bilo lobularnih karcinomov, 3/116 pa so bili neklasificirani karcinomi dojk. 
Imunohistokemično so bili estrogenski receptorji pozitivni na 91/116 tkivnih vzorcih 
(78 %) in negativni na 25/116 tkivnih vzorcih (22 %).  
Rezultati ICK-določanja ER na arhivskih razmazih, barvanih po Papanicolaou, so se 
skladali z rezultati IHK-določanja ER na tkivnih vzorcih v 112/116 primerih (96 %, 
kappa = 0,898, slika 6). V 2 primerih so bili ER na vzorcu aspiracijske biopsije lažno 
negativni, v 2 primerih pa lažno pozitivni.  
Rezultati ICK-določanja ER na arhivskih razmazih, barvanih po Papanicolaou, in 
odgovarjajočih FFVP-vzorcih, so prikazani v preglednici 7.  
 
Preglednica 7. Rezultati ICK-določanja ER na arhivskih razmazih, barvanih po 
Papanicolaou, in odgovarjajočih FFVP-vzorcih. 
FFVP 
vzorci 
Razmazi, barvani po 
Papanicolaou 
ER+ ER - 
ER + 89 2 
ER - 2 23 
Skladnost   112/116 (96 %) 
Legenda: 
ER – estrogenski receptorji 
FFVP – vzorci fiksirani v formalinu in vklopljeni v parafin 
Slika 6. ICK-reakcija z monoklonskim protitelesom 1D5 na razmazu, barvanem po 
Papanicolaou, pripravljenem iz predoperativnega vzorca aspiracijske biopsije (A), in IHK-
reakcija na odgovarjajočem FFVP-vzorcu operativno odstranjenega tumorja raka dojke 
(B). 
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5.1.4 Avtomatiziran postopek ICK-dokazovanja ER-receptorjev na vzorcih raka dojke z 
monoklonskim protitelesom 6F11 
 
Dihotomizirani rezultati ICK-določanja ER na predoperativnih vzorcih aspiracijskih biopsij raka 
s protitelesoma 1D5 (ročni ICK-postopek) in 6F11 (avtomatiziran ICK-postopek), so bili 
popolnoma skladni. Od 37 predoperativnih vzorcev aspiracijskih biopsij raka dojke je bilo 29 (78 
%) vzorcev ER pozitivnih in 8 (22 %) negativnih z obema monoklonskima protitelesoma 1D5 in 
6F11 (kappa = 1).  
Semikvantitativne ocene za intenzivnost reakcije in število ER pozitivnih celic z monoklonskima 
protitelesoma 1D5 in 6F11 so bile popolnoma skladne v 24/37 vzorcev (65 %, preglednica 8). 
Minimalne razlike v intenzivnosti reakcij (1 točka) smo ugotovili v 8 primerih, medtem ko smo v 
5 primerih ugotovili večje razlike v intenzivnosti reakcij (vsaj 2 točki), kjer je bila ICK-reakcija 
intenzivnejša s protitelesom 1D5 (3 primeri) oziroma s protitelesom 6F11 (2 primera). 
 
Preglednica 8. Skladnost semikvantitativnih ocen ICK-reakcij za ER na vzorcih 
aspiracijskih biopsij z monoklonskim protitelesom 1D5 (ročni ICK-postopek) in 6F11 
(avtomatiziran ICK-postopek). 
Ocena ICK - 
protitelo 6F11 
Ocena ICK - protitelo 1D5 
Skupaj 0 2 3 4 5 6 
0 8 
     
8 
2 
 
2 1 2 
  
5 
3 
  
3 1 
  
4 
4 
 
1 1 2 1 1 6 
5 
   
1 2 2 5 
6 
   
1 1 7 9 
Skupaj 8 3 5 7 4 10 37 
Legenda: 
ICK – imunocitokemična reakcija 
        - skladne ocene 
 
5.2 Vpliv fiksacije citoloških preparatov na dokazovanje drugih diagnostičnih in 
napovednih dejavnikov 
 
V obdobju 2008 do 2012 smo za vseh 39 testiranih antigenov pri optimalnih redčitvah in s 
prilagojenim ICK-postopkom (detekcijski sistem, predobdelava), ugotovili ustrezno specifično 
imunoreaktivnost na citospinih, pripravljenih iz vzorca z znanim izražanjem testiranega antigena, 
ki so bili fiksirani in do uporabe shranjeni v metanolu (preglednica 9). 
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Preglednica 9. Podatki o protitelesih, ICK-, IHK-postopku. 
Protitelo Klon Proizvajalec 
ICK IHK 
R Detekcija Filtracija R Detekcija RA 
1 α1FP poliklonsko DakoCytomation 1:100 iView da 1/25 ultraVIEW RAVT 
2 CD3 LN10 Novocastra 1:50 iView   1/15 ultraVIEW RAVT 
3 CD10 56C6 Novocastra 1:15 iView   1/15 optiVIEW RAVT 
4 CD20 L26 DakoCytomation 1:500 iView   1/400 ultraVIEW RAVT 
5 CD30 Ber- H2 DakoCytomation 1:200 iView da 1/30 ultraVIEW RAVT 
6 CD31  JC70A DakoCytomation 1:100 iView da 1:15 ultraVIEW RAVT 
7 CD45 2B11+PD7/26 DakoCytomation 1:1000 ultraView da 1:50 ultraVIEW RAVT 
8 CD56 MRQ-41 Cell Marque 1:100 iView   1:200 optiVIEW RAVT 
9 CD68  PG-M1  DakoCytomation  1:200 iView da   1:50 ultraVIEW RAVT 
10 CD117 poliklonsko DakoCytomation 1:100 iView da 1:40 ultraVIEW RAVT 
11 CD138 MI15 DakoCytomation 1:30 iView   1:30 ultraVIEW RAVT 
12 CK 7 OV-TL 12/30 DakoCytomation 1:5000 iView da 1:100 ultraVIEW RAVT 
13 CK 19 RCK 108 DakoCytomation 1:100 iView da 1:20 ultraVIEW RAVT 
14 CK 20 Ks20.8 DakoCytomation 1:500 iView   1:20 ultraVIEW RAVT 
15 CK  AE1/AE3 Novocastra 1:1500 iView   1:50 ultraVIEW RAVT 
16 CK  MNF116 DakoCytomation 1:1500 iView da 1:100 ultraVIEW RAE 
17 Dezmin D33 DakoCytomation 1:1500 iView da 1:20 ultraVIEW RAVT 
18 ER 6F11 Novocastra 1:50 iView da 1:25 ultraVIEW RAVT 
19 GMA α-sm1 Novocastra 1:300 iView da 1:200 ultraVIEW RAVT 
20 HCC  OCH1E5 DakoCytomation 1:50 iView da 1:50 iView RAVT 
21 HMB 45  HMb45 DakoCytomation 1:500 iView da 1:20 ultraVIEW RAVT 
22 Kalcitonin poliklonsko Novocastra 1:1000 iView da 1:200 ultraVIEW RAVT 
23 Kalretinin poliklonsko Invitrogen 1:50 ultraView da 1:20 ultraVIEW RAVT 
24 Ki67 MIB1 DakoCytomation 1:50 ultraView da 1:50 ultraVIEW RAVT 
25 Kromogranin DAK-A3 DakoCytomation 1:100 iView da 1:100 ultraVIEW RAVT 
26 MelanA A103 DakoCytomation 1:10 iView   1:10 ultraVIEW RAVT 
27 MOC 31 MOC-31 DakoCytomation 1:100 iView da 1:20 optiVIEW RAVT 
28 P504S 13H4 DakoCytomation 1:20 iView   1:20 ultraVIEW RAVT 
29 p16  Roche PU KK  PU KK RAVT 
30 p53 DO-7 DakoCytomation 1:100 iView   1:50 ultraVIEW RAVT 
31 PR  1A6  Novocastra  1:50  iView da  1:20 ultraVIEW RAVT 
32 PSA poliklonsko DakoCytomation 1:2000 iView da 1:1200 optiVIEW RAVT 
33 RCC PN-15 Ventana PU iView   PU ultraVIEW RAE 
34 S100 poliklonsko DakoCytomation 1:2000 iView da 1:1000 ultraVIEW RAE 
35 Sinaptofizin  MRQ-40 CellMarque 1:100 iView da 1:70 ultraVIEW RAVT 
36 Tiroglobulin poliklonsko DakoCytomation 1:10000 ultraView da 1:5000 iView / 
37 TTF 8G7G3/1 Novocastra 1:100 iView da 1:100 ultraVIEW RAVT 
38 Vimentin V9 DakoCytomation 1:5000 iView da 1:300 ultraVIEW RAVT 
39 WT1   6F-H2 DakoCytomation 1:50 iView   1:50 ultraVIEW RAVT 
Legenda: 
ICK – imunocitokemija 
IHK – imunohistokemija  
KK – komercialni komplet 
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PU – pripravljen za uporabo 
RA – razkrivanje antigenov  
RAVT – razkrivanje antigenov z visoko temperaturo 
RAE – razkrivanje antigenov z encimi 
 
Razlike med ICK- in IHK-postopki prikazuje preglednica 10. 
 
Preglednica 10. Razlike med ICK- in IHK-postopki. 
Postopek ICK IHK 
deparafinacija ne da 
H2O2/metanol da ne 
razkrivanje antigenov  1/39 (2 %) 38/39 (97 %) 
detekcijski sistem iView 34/39 (87 %) 2/39 (5 %) 
detekcijski sistem ultraView 4/39 (10 %) 32/39 (82 %) 
detekcijski sistem optiView 0 4/39 (10 %) 
redčitve protiteles 
ICK : IHK 
višje 27/39 (69 %) 
enake 12/39 (31 %) 
Legenda: 
ICK – imunocitokemija 
IHK – imunohistokemija  
 
 
Stabilnost IR-antigenov na citospinih, fiksiranih v metanolu, zaščitenih s PEG in shranjenih na 
sobni temperaturi, smo spremljali na 99 citoloških vzorcih, na katerih smo skupno opravili 383 
ICK reakcij (preglednica 10).  
Število ponovitev ICK-reakcij in čas spremljanja IR sta bila odvisna od števila pripravljenih 
citospinov iz posameznega vzorca. Najkrajši čas smo spremljali IR jedrnih antigenov p63 in 
Ki67, najdlje pa IR citoplazemskega melanomskega antigena HMB45 in jedrnega antigena WT1 
(preglednica 11). Za večino antigenov (22/29, 76 %) smo stabilnost IR spremljali več kot 12 
mesecev (preglednica 12). V času spremljanja nismo ugotovili sprememb v IR za testirane 
antigene. 
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Preglednica 11. Spremljanje imunoreaktivnosti antigenov na citospinih, fiksiranih v 
metanolu in zaščitenih s PEG, shranjenih na sobni temperaturi. 
Antigen 
Število 
vzorcev  
ICK-
reakcije 
(N) 
Čas spremljanja IR 
(meseci) 
?̅? Min.  Max.  
CD3 7 18 7 1 11 
CD20 3 9 29 19 37 
CD30 1 5 20 20 20 
CD45 9 44 22 2 85 
CD117 3 12 30 21 45 
CD138 1 4 38 38 38 
CK-AE1/AE3 5 18 23 14 40 
CK-MNF116 6 11 39 25 52 
CK 7 5 16 13 10 15 
CK 19 4 10 12 6 24 
CK 20 2 10 15 12 17 
ER 5 23 21 6 43 
HCC 7 19 11 6 30 
HMB 45 7 19 53 10 80 
Kalcitonin 1 5 26 26 26 
Kalretinin 8 25 34 7 78 
Ki67 2 8 4 2 5 
Kromogranin 1 7 10 10 10 
Melan A 6 32 10 2 19 
MOC-31 3 17 41 23 73 
p63 2 3 4 3 4 
PR 5 15 13 1 21 
RCC 4 13 8 4 16 
S100 6 29 17 1 41 
Sinaptofizin 5 39 21 1 52 
Tiroglobulin 3 13 39 15 54 
TTF-1 5 28 32 5 57 
Vimentin 1 1 14 14 14 
WT1 2 6 55 30 80 
Skupaj 99 383 23 1 80 
Legenda: 
ICK – imunocitokemija 
IHK – imunohistokemija  
IR – imunoreaktivnost 
N – število  
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Preglednica 12. Čas spremljanja IR antigenov na citospinih, fiksiranih v metanolu in 
zaščitenih s PEG, shranjenih na sobni temperaturi, glede na lokalizacijo antigena. 
 
Lokalizacija 
antigena 
Čas spremljanja 
Skupaj 
Do 6 
mesecev 
Do 12 
mesecev 
12 do 24 
mesecev 
Več kot 24 
mesecev 
Citoplazemski 
 
4 8 6 18 
Jedrni 2 
 
2 2 6 
Membranski 
 
1 1 3 5 
Skupaj 2 5 11 11 29 
 
 
5.3 Priprava krvavih citoloških vzorcev za ICK-reakcije 
 
V analizo smo vključili 160 krvavih citoloških vzorcev (133 vzorcev aspiracijskih biopsij, 27 
izlivov). Mesto odvzema vzorcev aspiracijskih biopsij, vrsta izliva in diagnoze so prikazane v 
preglednici 13 in preglednici 14.  
 
Preglednica 13. Vzorci aspiracijskih biopsij s tanko iglo, ki smo jih filtrirali. 
Mesto odvzema 
                             Citološka diagnoza 
Karcinom  
Drugi 
malignomi* Benigno Neuporabno Skupaj  
Trebuh 18 6  2 26 
Dojka 20  4  24 
Glava in vrat 19  5  24 
Ledvica 14 1 4 1 20 
Trup 12 2 2  16 
Ščitnica 6  2 1 9 
Jetra 6  1 1 8 
Okončine 1 3 2  6 
Skupaj  96 12 20 5 133 
          *rabdomiosarkom (1), sarkom (1), leiomiosarkom (1), osteogeni sarkom (1),  
           melanom (3), maligni tumor (5) 
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Preglednica 14. Vzorci izlivov v telesne votline, ki smo jih filtrirali. 
Vrsta izliva 
Citološka diagnoza 
Karcinoza 
Drugi 
malignomi Benigno Skupaj 
Plevralni izliv 7 
 
5 12 
Ascites 3 
 
5 8 
Perikardialni izliv 2 
 
2 4 
Tekočina iz 
Douglasa 1 
 
1 2 
Neopredeljeno  1  1 
Skupaj 13 1 13 27 
 
Vsi citospini, pripravljeni iz osnovne krvave suspenzije (frakcija a), so vsebovali maloštevilne 
diagnostične celice, ki so jih prekrivali in odrivali številni eritrociti (slika 7A).  
Vsi citospini, pripravljeni iz ostanka po filtriranju (frakcija b), so vsebovali le eritrocite in 
posamezne celice, manjše od 20 μm. 
Citospini, pripravljeni iz celic, zbranih na filtru (frakcija c), so v večini primerov (142/160,  
88 %) vsebovali vsaj 30 diagnostično pomembnih celic na vidno polje pri veliki povečavi z 
dobro ohranjeno morfologijo in le posamezne eritrocite (slika 7B).  
Imunocitokemično dokazovanje različnih citoplazemskih, membranskih in jedrnih antigenov 
(preglednica 8) je bilo uporabljeno na 112 filtriranih vzorcih. Poleg pozitivnih kontrol so bile 
negativne kontrole narejene v 53 primerih, kjer je bilo na voljo dovolj citospinov. Vse ICK-
reakcije so bile specifične in brez ozadja (slika 8). 
 
Slika 7. Vpliv filtracije na kvaliteto citoloških preparatov 
Aspiracijska biopsija ščitnice, citospin, pripravljen iz osnovne krvave suspenzije (A), 
citospin, pripravljen iz celic, zbranih na filtru (B), Giemsa, x400. 
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Slika 8. ICK-reakcije na citospinih, pripravljenih iz celic, zbranih na filtru 
A. Izliv, dvojno ICK-barvanje, kalretinin pozitivne celice (rjavo) in MOC-31 pozitivne 
celice (rdeče)  
B. Aspiracijska biopsija žleze slinavke, GFAP pozitivne celice  
C. Aspiracijska biopsija raka dojke, ER pozitivne celice  
D. Aspiracijska biopsija zasevka pljučnega karcinoma, TTF-1 pozitivne celice 
 
     
      
 
5.4 Zanesljivost ICK-dokazovanja diagnostičnih in napovednih dejavnikov na 
citoloških vzorcih 
 
5.4.1 Diagnostični citološki vzorci  
 
Iz baze podatkov Inštituta za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani smo  zbrali 
80 citoloških vzorcev, pri katerih so bila opravljena različna ICK-barvanja in so bile diagnoze 
potrjene s histopatološko preiskavo v obdobju od leta 2008 do leta 2012.  
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Iz analize smo izključili 30 primerov, pri katerih na histološkem vzorcu niso bila opravljena 
IHK-barvanja (27 primerov), ali pa so bili uporabljeni drugi označevalci kot na citološkem 
vzorcu (3 primeri). 
Ujemanje rezultatov ICK-barvanja na citoloških vzorcih in odgovarjajočih FFVP-vzorcih smo 
analizirali na 50 vzorcih. Večina vzorcev, vključenih v analizo, je bila ultrazvočno vodenih 
aspiracijskih biopsij s tanko iglo (35/50, 70 %, preglednica 15). 
V analizo je bilo vključenih 34 antigenov (preglednica 17), podatki o uporabljenih protitelesih,  
ICK in IHK-postopkih, so prikazani v preglednici 9.  
Popolno ujemanje rezultatov ICK- in IHK-reakcij smo ugotovili pri 35/50 (70 %) vzorcih, delno 
ujemanje (kjer so se rezultati ujemali le za nekatere označevalce) pa pri 14/50 (28 %) vzorcih. 
Neujemanje rezultatov smo ugotovili pri 1 vzorcu (2 %). 
 
Preglednica 15. Podatki o citoloških vzorcih, vključenih v analizo ujemanja ICK- in IHK-
reakcij. 
Citološki vzorec Število 
UZ ABTI jetra 16 
ABTI področje glave in vratu 10 
UZ ABTI ledvica 9 
UZ ABTI drugo 6 
UZ ABTI  pankreas 4 
ABTI pljuča 3 
Izpirek mehurja 1 
Ascites 1 
Skupaj 50 
        Legenda: 
        ABTI – aspiracijska biopsija s tanko iglo 
        UZ ABTI – aspiracijska biopsija s tanko iglo pod kontrolo ultrazvoka 
 
Na 50 citoloških vzorcih, vključenih v analizo, je bilo skupaj opravljeno 185 ICK-reakcij,  
vendar smo v analizi upoštevali le primere, kjer so bila na FFVP-vzorcih uporabljena enaka 
protitelesa (146/185, 79 %). Od tega se je 135/146 (92 %) rezultatov ICK-reakcij ujemalo z 
rezultati, dobljenimi na odgovarjajočih FFVP-vzorcih, neujemanje smo ugotovili v 11/146 (8 %) 
primerih.  
V vseh 11 primerih je šlo za lažno negativne ICK-reakcije na citoloških vzorcih. Pri ponovnem 
pregledu neskladnih ICK- in IHK-reakcij smo ugotovili, da so v prvotno ocenjenih negativnih 
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ICK-reakcijah na citoloških preparatih pravzaprav prisotne posamezne šibko pozitivne celice 
(5/11, 45 %), v enem primeru je bila tudi IHK-reakcija na odgovarjajočem FFVP-vzorcu 
negativna, pri vseh ostalih  lažno negativnih ICK-reakcijah pa smo ugotovili, da je IHK-reakcija 
na odgovarjajočem FFVP-vzorcu šibka in prisotna le v majhnem številu celic (5/11, 45 %).  
Po ponovnem pregledu neskladnih ICK-reakcij smo tako ugotovili ujemanje pri 141/146 reakcij 
(97 %, kappa = 0,9314, preglednica 16).  
 
Preglednica 16. Skladnost ICK-reakcij na diagnostičnih citoloških vzorcih in 
odgovarjajočih FFVP-vzorcih. 
 
 
 
 
Legenda: 
ICK – imunocitokemija 
IHK – imunohistokemija  
 
Občutljivost ICK-določanja antigenov na analizirani skupini citoloških vzorcev je 93,67 %, 
specifičnost 100 %, pozitivna napovedna vrednost 100 % in negativna napovedna vrednost 
93,06  %. 
Od skupno 34 uporabljenih protiteles smo posamezne lažno negativne ICK-reakcije ugotovili za 
5 protiteles – CK MNF116 (1/15), CK 7 (1/26), S100 (1/6), sinaptofizin (2/7) (preglednica 17). 
  
Št  reakcij ICK 
IHK Negativno Pozitivno Skupaj 
Negativno 67 0 67 
Pozitivno 5 74 79 
Skupaj 72 74 146 
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Preglednica 17. Skladnost rezultatov ICK-reakcij na citospinih, pripravljenih iz citoloških 
vzorcev, in IHK-reakcij na odgovarjajočih FFVP-vzorcih za posamezne antigene.  
Antigen PP PN NP NN Skupaj 
α-1FP 0 1 0 0 1 
CD3 1 0 0 0 1 
CD10 3 1 0 0 4 
CD20 1 0 0 0 1 
CD30 1 0 0 0 1 
CD31 0 1 0 0 1 
CD45 1 2 0 0 3 
CD56 1 0 0 0 1 
CD117 3 2 0 0 5 
CD138 1 0 0 0 1 
CK AE1/AE3 0 1 0 0 1 
CK MNF116 8 6 0 1 15 
CK 7 18 7 0 1 26 
CK 19 1 1 0 0 2 
CK 20 7 11 0 0 18 
Dezmin 1 1 0 0 2 
ER 0 1 0 0 1 
GMA 1 3 0 0 4 
HCC 0 7 0 0 7 
HMB45 0 3 0 0 3 
Ki67 1 0 0 0 1 
Kromogranin 5 1 0 0 6 
MelanA 0 1 0 0 1 
NSE 1 0 0 0 1 
p16 0 1 0 0 1 
P504S 4 0 0 0 4 
PSA 1 0 0 0 1 
RCC 3 3 0 0 6 
S100 1 4 0 1 6 
Sinaptofizin 3 2 0 2 7 
Tiroglobulin 0 2 0 0 2 
TTF-1 3 2 0 0 5 
Vimentin 4 2 0 0 6 
WT1 0 1 0 0 1 
Skupaj 74 67 0 5 146 
Legenda: 
PP – pravilno pozitivno 
PN – pravilno negativno 
NP – nepravilno pozitivno 
NN – nepravilno negativno 
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5.4.2 Citološki vzorci, pripravljeni iz svežih histoloških vzorcev 
 
V analizo ujemanja ICK- in IHK-reakcij smo vključili tudi 107 vzorcev (65 primarnih 
možganskih tumorjev in 42 zasevkov v možganih), pri katerih smo iz svežih histoloških vzorcev 
tik pred fiksacijo v 10 % nevtralnem formalinu in vklopom v parafin s krtačko odvzeli citološke 
vzorce in pripravili citospine, ki smo jih takoj fiksirali v metanolu. Po 24 do 48 urah smo jih 
zaščitili s 5 % raztopino PEG in do uporabe hranili na sobni temperaturi. Na citospinih, 
pripravljenih iz teh tumorjev, smo ICK-dokazovali prisotnost CK 7, CK 20, Ki67 in p53 
(preglednica 18).  
 
Preglednica 18. Vzorci svežih histoloških vzorcev za analizo ujemanja ICK- in IHK-
reakcij. 
Antigen Zasevki (N) 
Primarni možganski 
tumorji (N) Skupaj 
CK 7, CK 20 39 3 42 
Ki67 3 32 35 
p53 0 16 16 
p53, Ki67 0 14 14 
Skupaj  42 65 107 
Legenda: 
N – število 
CK 7 – citokeratin 7 
CK 20 – citokeratin 20 
p53 – protein p53 
Ki67 – proliferativni antigen Ki67 
 
Citospini, zaščiteni s PEG, so bili do izvedbe ICK-reakcij shranjeni na sobni temperaturi v 
povprečju 12,4 (CK 7/CK 20) oziroma 12,8 (Ki67) oziroma 10,4 (p53) mesecev.  
V analizi ujemanja rezultatov ICK na citospinih z rezultati IHK-reakcij na odgovarjajočih FFVP-
vzorcih možganskih tumorjev smo za CK 7 in CK 20 upoštevali dihotomne rezultate, za p53 in 
Ki67 pa semikvantitativne ocene deleža pozitivnih celic, kjer smo ujemanje rezultatov opredelili, 
če razlike med ocenjenimi deleži pozitivnih celic niso bile večje kot 10 %. V tej skupini vzorcev 
smo dobro ujemanje rezultatov ugotovili za oba citoplazmatska antigena – CK 7 in CK 20 
(78/86, 91 %) in slabo ujemanje za oba jedrna antigena Ki67 (53 %) in p53 (56 %). 
Pri ponovnem pregledu ICK- in IHK-reakcij, kjer smo ugotovili neujemanje za CK 7 in CK 20 
(8/86, 9 %), smo ugotovili, da so lažno negativne ICK-reakcije posledica izrazito fokalne IHK-
reakcije na FFVP-vzorcu (3/8, 38 %), v enem primeru pa smo s ponovno ICK-reakcijo na 
citospinu dokazali posamezne šibko pozitivne celice CK 20. 
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Lažno pozitivno reakcijo za CK 7 in CK 20 smo ugotovili na dveh vzorcih. V enem primeru je 
bila ICK-reakcija na citospinih zelo šibka, v drugem primeru pa smo s ponovno reakcijo na 
odgovarjajočem FFVP-vzorcu dokazali, da sta reakciji na citospinu pravilno pozitivni. 
Po ponovnem pregledu vseh neskladnih primerov smo tako ugotovili, da se ICK- in IHK-
reakcije za CK 7 in CK 20 na citospinih, zaščitenih s PEG, ujemajo v 81/86 (94 %, kappa = 
0,884, preglednica 19, preglednica 20).   
 
Preglednica 19. Skladnost ICK-reakcij na citospinih, zaščitenih s PEG, pripravljenih iz 
svežih histoloških vzorcev, in odgovarjajočih FFVP-vzorcih za oba citoplazmatska 
antigena. 
 
 
 
 
Legenda: 
ICK – imunocitokemija 
IHK – imunohistokemija  
N – število   
 
Preglednica 20. Skladnost rezultatov ICK-reakcij na citospinih, zaščitenih s PEG, 
pripravljenih iz svežih histoloških vzorcev, in IHK reakcij na odgovarjajočih FFVP-
vzorcih za posamezen antigen. 
Antigen PP PN NP NN Skupaj 
CK 7 32  9  1  1 43 
CK 20 8 32  1  2  43 
Legenda: 
PP – pravilno pozitivno 
PN – pravilno negativno 
NP – nepravilno pozitivno 
NN – nepravilno negativno 
 
Občutljivost in negativna napovedna vrednost ICK-določanja CK 7 in CK 20 na citospinih, 
zaščitenih s PEG, pripravljenih iz svežih vzorcev biopsij, je v enakem območju kot v skupini 
diagnostičnih vzorcev (93,02 % in 93,18 %), specifičnost  in pozitivna napovedna vrednost pa je 
nekoliko nižja (95,35 % in 95,24 %) (preglednica 21).  
 
IHK 
CK 7,CK 20 
ICK –  CK 7, CK 20 
Negativno (N) Pozitivno (N) Skupaj 
Negativno 41 2 43 
Pozitivno 3 40 43 
Skupaj 44 42 86 
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Preglednica 21. Diagnostična vrednost ICK na citospinih, pripravljenih iz diagnostičnih 
citoloških vzorcev in vzorcev, pripravljenih iz svežih histoloških vzorcev. 
Analitična 
lastnost 
Citospini  
Diagnostični 
vzorci 
Sveži histološki 
vzorci 
Skladnost (%) 97 93 
Kappa 0,931 0,884 
Občutljivost (%) 93,67 93,02 
Specifičnost (%) 100 95,35 
PNV (%) 100 95,24 
NNV (%) 93,06 93,18 
Legenda: 
PNV - pozitivna napovedna vrednost 
NNV – negativna napovedna vrednost 
 
Pri analizi semikvantitativno ocenjenih deležev Ki67 in p53 pozitivnih celic v citospinih in 
odgovarjajočih FFVP-vzorcih smo ujemanje, opredeljeno kot razlika <10 %, ugotovili v 25/45 
primerih (55 %, r = 0,46, graf 4), oziroma v 15/27 primerih (56 %, r = 0,73, graf 5). 
Iz analize smo izključili štiri (Ki67) oziroma tri (p53) primere z nezadostnim številom celic na 
citospinih. 
 
Graf 4. Semikvantitativne ocene deleža Ki67 pozitivnih celic na citospinih, zaščitenih s 
PEG, in odgovarjajočih FFVP-vzorcih. 
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Graf 5. Semikvantitativne ocene deleža p53 pozitivnih celic na citospinih, zaščitenih s PEG, 
in odgovarjajočih FFVP-vzorcih. 
 
Analiza ujemanja med ICK- in IHK-rezultati glede na starost citospinov, zaščitenih s PEG 
(meseci), je pokazala statistično značilno razliko v starosti citospinov med skupino, kjer smo 
ugotovili ujemanje, in skupino, kjer nismo ugotovili ujemanja, le za p53 (5,8 oziroma 9,9; p = 
0,0037), ne pa za Ki67 (preglednica 22, preglednica 23). 
Preglednica 22. Povprečna starost citospinov, zaščitenih s PEG, kjer smo ugotovili 
ujemanje oziroma neujemanje med rezultati ICK- in IHK-določanja p53. 
Status 
ujemanja 
Starost/meseci 
(?̅?) N SD 
Neujemanje 9,9 12 4,6 
Ujemanje 5,8 15 1,7 
Legenda: 
N – število 
SD – standardna deviacija  
 
Preglednica 23. Povprečna starost citospinov, zaščitenih s PEG, kjer smo ugotovili 
ujemanje oziroma neujemanje med rezultati ICK- in IHK-določanja Ki67. 
Status 
ujemanja 
Starost/meseci 
(?̅?) N SD 
Neujemanje 12,5 20 7,1 
Ujemanje 13,8 25 7,1 
Legenda: 
N – število 
SD – standardna deviacija  
 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
p
53
 (
 %
) 
Vzorci 
 IHK
 ICK
72 
 
6 RAZPRAVA 
Imunohistokemično dokazovanje diagnostičnih in napovednih dejavnikov na standardno 
pripravljenih histoloških vzorcih, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin, je že do lgo 
uveljavljena dodatna diagnostična metoda v histopatologiji. Znani so številni predanalitski, 
analitski in postanalitski dejavniki, ki lahko vplivajo na rezultate IHK-reakcij (3, 6). Zato je treba 
zanesljivost IHK-rezultatov za vse teste, ki se uporabljajo na FFVP-vzorcih v diagnostičnem 
postopku, potrditi v vsakem laboratoriju posebej. Praviloma je za vsako testiranje priporočena 
uporaba 10 vzorcev z različnim nivojem izražanja testirane molekule in 10 vzorcev, kjer testirane 
molekule ne pričakujemo. Za vsako odstopanje od standardnega postopka priprave FFVP-
vzorcev je treba zanesljivost IHK-reakcij potrditi z dodatnim testiranjem (39, 42, 157). 
 Zaradi novih diagnostičnih postopkov za zgodnje odkrivanje raka in novih pristopov k 
individualnemu zdravljenju raka se povečujejo zahteve tudi po ICK-določanju diagnostičnih in 
napovednih dejavnikov na majhnih, tj. citoloških vzorcih. Posledično se višajo zahteve po 
zanesljivosti ICK-reakcij in nadzoru dejavnikov, ki lahko pomembno vplivajo na ICK-reakcije. 
Vendar so kljub dolgoletni uporabi metode vplivi različnih postopkov priprave, fiksacije in 
shranjevanja citoloških preparatov na zanesljivost ICK-rezultatov še vedno slabo proučeni. Poleg 
tega je uporaba ICK na citoloških vzorcih omejena zaradi zahtevne priprave vzorcev in še 
posebej zaradi težav pri zagotavljanju in pripravi ustreznih kontrol, ki so nujne za zagotavljanje 
zanesljivih rezultatov. 
Citološki vzorci, vklopljeni v parafin, oziroma celični bloki so ena izmed možnosti priprave 
citoloških vzorcev za mikroskopski pregled in ICK. V primeru, da se v postopku priprave 
celičnih blokov uporablja fiksacija v formalinu in standarden postopek vklapljanja v parafin, so 
tako pripravljeni vzorci enaki FFVP-vzorcem in ne zahtevajo posebnega potrjevanja 
zanesljivosti ICK-reakcij ali prilaganja IHK-postopkov, kar je ena izmed njihovih pomembnih 
prednosti. Vendar priprava celičnih blokov ni primerna za vse citološke vzorce (118-120). Poleg 
daljšega postopka priprave in posebne opreme, ki je za to potrebna, je posebej zahtevna priprava 
celičnih blokov iz redkocelularnih in krvavih vzorcev. Med postopkom priprave celičnega bloka 
lahko namreč pride do izgube celic oziroma njihove razpršenosti, kar oteži ali celo onemogoči 
uspešno diagnostično obravnavo (119). Kljub številnim posebnim tehnikam, ki so bile razvite za 
pripravo celičnih blokov, se veliko laboratorijev sooča s težavami zaradi neustreznih 
redkocelularnih celičnih blokov (118). Zato ne preseneča, da celične bloke kot osnovno 
platformo za ICK uporablja le dobrih 25 % ameriških citoloških laboratorijev (95). 
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V skladu s tem smo tudi v študiji na naših vzorcih ugotovili, da je uporabnost celičnih blokov 
omejena in primerna le za vzorce, ki vsebujejo vsaj 1 x 10
6
 celic, kar dosega le 22 % vzorcev 
(120).  
Zaradi omejene uporabnosti celičnih blokov ter dolgega in zahtevnega postopka priprave se za 
ICK-določanje diagnostičnih in napovednih dejavnikov na citoloških vzorcih uporabljajo tudi na 
različne načine pripravljeni in fiksirani preparati (93, 98, 119, 120). Vsak od teh postopkov lahko 
pomembno vpliva na spremembe molekul, vendar je podatkov o vplivih posameznih postopkov 
in njihovi kombinaciji na imunoreaktivnost molekul in zanesljivost ICK-reakcij malo ali pa so ti 
celo nasprotujoči.  
 
6.1 Priprava citoloških vzorcev za ICK 
 
Postopek priprave in fiksacije preparatov iz citoloških vzorcev za ICK, ki smo ga razvili in 
uporabili v naših študijah, je enostaven, učinkovit in primeren tudi za redkocelularne in krvave 
vzorce (153).  
Postopek temelji na kratkotrajnem (do 24 ur) shranjevanju svežih vzorcev v celičnem mediju in 
naknadni pripravi dodatnih preparatov s citocentrifugo – citospinov. Pri tem smo vse ostanke 
vzorcev takoj po pripravi diagnostičnih razmazov suspendirali v celičnem mediju in shranili na 
sobni temperaturi. Glede na mikroskopsko oceno diagnostičnega razmaza in preliminaren 
pregled testnega citospina smo pripravili dodatne citospine, ki smo jih fiksirali in do uporabe 
shranili v metanolu. 
 
6.1.1 Celični medij 
 
V literaturi so opisani različni mediji za shranjevanje citoloških vzorcev in naknadno pripravo 
preparatov, ki jih lahko razdelimo v dve veliki skupini glede na sestavo, čas shranjevanja 
vzorcev in vpliv na kvaliteto preparatov. 
Komercialni in v laboratoriju pripravljeni mediji, ki vsebujejo enega izmed fiksativov (formalin, 
metanol, etanol, aceton) omogočajo enostavno in dolgotrajno shranjevanje vzorcev (89, 112, 
127, 131), vendar lahko fiksacija povzroči agregacijo celic in zmanjša njihovo adhezivnost na 
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objektna stekla, zaradi česar se poveča možnost izgube celic in poslabša preglednost preparatov 
(106). Poleg tega prefiksacija celic lahko negativno vpliva na imunoreaktivnost nekaterih 
molekul (107, 116). 
V nasprotju s tem izotonični pufri omogočajo le kratkotrajno shranjevanje celic (24 do 48 ur), 
vendar dobro ohranijo morfologijo celic, imunoreaktivnost molekul in omogočajo pripravo 
enakomernih, enoslojnih nanosov celic na objektna stekla. 
Celični medij, ki smo ga uporabili za suspendiranje in kratkotrajno shranjevanje naših citoloških 
vzorcev spada v skupino medijev na osnovi izotoničnih pufrov. Za dobro ohranitev celic smo 
osnovnemu fosfatnemu pufru z NaCl dodali še goveji serumski albumin in 
etilendiamintetraocetno kislino (EDTK). 
Fosfatni pufer (PBS) je izotonična raztopina različnih natrijevih in kalijevih soli, ki se pogosto 
uporablja v bioloških raziskavah, saj po nekaterih podatkih dobro ohranja celice in omogoča vsaj 
24-urno shranjevanje celic na sobni temperaturi (158-160). Čeprav je PBS priporočen kot medij 
za shranjevanje in transport citoloških vzorcev (99, 106, 161), podatkov o pogojih shranjevanja 
in njegovem vplivu na morfologijo in druge lastnosti celic v literaturi ni. 
Goveji serumski albumin je nosilec osnovnih elementov, ki so potrebni za rast celic, in se že 
dolgo uporablja kot osnovna sestavina medijev za gojenje celic. Kompleksni molekularni 
mehanizmi njegovega delovanja na celice še niso popolnoma pojasnjeni, vendar je znano, da 
njegova majhna, stabilna in nereaktivna molekula deluje tudi kot blažilec mehanskih sil (162). V 
skladu s tem so v nekaterih študijah potrdili, da dodatek BSA v medij za pripravo celičnih 
suspenzij izboljša morfologijo celic (106, 107, 163, 164) in ohrani imunoreaktivnost proteinov 
(107). 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTK) veže ekstracelularne Ca2
+
 in na ta način razrahlja 
kadherinske vezi med celicami (71), kar preprečuje sprijemanje celic v suspenziji in omogoča 
pripravo enakomernih, enoslojnih nanosov celic na objektno steklo. 
Že Kuenen-Boumester je v svoji študiji ugotovil, da preprosta mešanica 1-% BSA v fosfatnem 
pufru bolje ohrani morfologijo celic in imunoreaktivnost jedrnih molekul kot medij za gojenje 
celic (RPMI) ali prefiksacija celične suspenzijev formalinu. Vendar je uporabo takega medija v 
praksi odsvetoval zaradi njegove občutljivosti za kontaminacijo z bakterijami in glivami in 
posledično slabe obstojnosti (107).   
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Aulbach, ki je s svojimi sodelavci ravno tako potrdil prednosti podobno sestavljenega medija za 
pripravo citospinov, se je kontaminaciji medija izognil tako, da je medij pripravljal po alikvotih 
in ga hranil v hladilniku največ 1 mesec (108).   
Obstojnost in sterilnost našega medija smo zagotovili tako, da smo mešanici takoj po pripravi 
dodali antibiotik, jo sterilizirali z mikrofiltracijo in pripravili alikvote za posamezen vzorec z 
zaprtim sistemom polnjenja epruvet. Tako pripravljen medij je po dosedanjih izkušnjah v 
hladilniku obstojen vsaj 6 mesecev. 
Znano je, da najbolje ohranjeno morfologijo celic in imunoreaktivnost molekul lahko 
zagotovimo le s pripravo preparatov iz svežih celičnih suspenzij čim prej po odvzemu (106). 
Vendar je pri vsakodnevnem delu s kliničnimi vzorci pogosto težko zagotoviti takojšnjo pripravo 
preparatov, še posebej zato, ker je treba pred tem opraviti triažo vzorcev na podlagi 
mikroskopske ocene diagnostičnega razmaza. Zato je pomembno vedeti, kakšen vpliv ima čas 
shranjevanja na morfologijo celic in imunoreaktivnost molekul.  
Tako smo v eni naših študij na humanih celičnih linijah v skladu z ugotovitvami drugih potrdili, 
da 24-urno shranjevanje celic v takem celičnem mediju dobro ohrani morfologijo različnih celic 
ter imunoreaktivnost citoplazemskih (CK, S100, HMB45, MelanA) in jedrnih antigenov (ER, 
Ki-67). Spremembe v morfologiji celic in imunoreaktivnosti molekul, ki smo jih opazili po 48 
oziroma 72 urah shranjevanja, so bile odvisne od vrste celic in testiranega antigena. Najmanjši 
delež morfološko spremenjenih celic smo opazili  pri celični liniji ploščatoceličnega karcinoma 
ustnega žrela (FaDu ATCC® HTB-43™), največ pa pri celični liniji raka dojke (MCF-7 
ATCC® HTB-22™). Nespremenjeno imunoreaktivnost, celo po 72 urah shranjevanja celic, smo 
ugotovili za intermediarne filamente (CK) in melanomske citoplazemske antigene (S100, 
HMB45, MelanA), medtem ko je imunoreaktivnost obeh testiranih jedrnih antigenov  začela 
upadati po 24 urah (94). 
 
6.1.2 Priprava preparatov  
 
Za zanesljivo oceno in interpretacijo ICK-reakcij je ključnega pomena optimalno pripravljen 
citološki preparat, ki vsebuje enakomerno razporejene in dobro ohranjene diagnostične celice v 
zadostnem številu (108). V literaturi je opisanih več postopkov za pripravo preparatov iz 
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citoloških vzorcev za ICK in vsak od njih ima svoje posebnosti, prednosti in pomanjkljivosti, ki 
jih je treba upoštevati za doseganje optimalnih rezultatov. 
Z direktnim razmazovanjem vzorca na objektno steklo, ki je najbolj enostaven in običajen način 
priprave preparatov iz citoloških vzorcev, je pravzaprav najtežje pripraviti optimalen citološki 
preparat. Predvsem zato, ker pred samim razmazovanjem ne moremo preveriti količine vzorca, 
njegove celularnosti in ustreznosti. Poleg tega ni mogoče pripraviti večjega števila enakovrednih, 
enakomernih, enoslojnih razmazov. Pri razmazovanju lahko pride do mehanskih poškodb celic, 
kar povzroči nespecifično obarvano ozadje, ki lahko moti interpretacijo ICK-reakcij (99, 108, 
138). 
Pri celičnih blokih predstavljajo poseben problem redkocelularni vzorci in vzorci, ki vsebujejo 
veliko krvi, saj so lahko zaradi razpršenosti celic rezine neustrezno celularne in neprimerne za 
zanesljivo oceno in interpretacijo ICK-reakcij (99, 120, 165, 166). 
Avtomatizirana priprava preparatov iz celic, suspendiranih v komercialnem mediju s fiksativom, 
oziroma tekočinska citologija (LBC) omogoča shranjevanje vzorcev in naknadno pripravo 
dodatnih preparatov po potrebi. Pripravljeni preparati so sicer enakovredni in enoslojni, vendar 
zaradi prefiksacije lahko pride do agregacije celic, kar poslabša preglednost preparata in oteži 
interpretacijo ICK-reakcij, še posebej v tesnih skupinah celic. 
Prednosti uporabe citospinov za ICK so sicer že dolgo znane (99, 108, 138), vendar glede na 
podatke iz literature njihova uporaba v praksi ne dosega uporabe razmazov (93) oziroma celičnih 
blokov (82). Vzrok je verjetno v številnih dejavnikih, ki vplivajo na ohranjenost celic in kvaliteto 
citospinov.  
Rezultati naših študij potrjujejo, da je mogoče s preprostimi ukrepi in z upoštevanjem 
dejavnikov, ki lahko negativno vplivajo na kvaliteto preparatov, pripraviti zadostno število 
ustreznih citospinov celo iz redkocelularnih (167) in krvavih citoloških vzorcev (153). 
Eden izmed najpomembnejših dejavnikov, ki zagotavljajo, da bodo dodatno pripravljeni 
citospini optimalni za ICK, je makroskopska in mikroskopska ocena celularnosti in ustreznosti 
celične suspenzije (108).  
Z makroskopsko oceno celičnih suspenzij lahko takoj po odvzemu vzorca grobo ocenimo, ali je 
treba postopek odvzema ponovitvi, kar bistveno pripomore k hitrejši in bolj učinkoviti obravnavi 
bolnika in zagotavlja dovolj celic za pripravo dodatnih preparatov. 
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Z mikroskopsko oceno preliminarnega testnega citospina pa lahko ocenimo prisotnost, gostoto in 
razporeditev diagnostično pomembnih celic, prisotnost krvi ali drugih dejavnikov, ki bi lahko 
vplivali na kvaliteto preparata. Na podlagi mikroskopske ocene testnega citospina smo določili 
volumen suspenzije, potrebne za pripravo posameznega citospina, in po potrebi uravnali gostoto 
celične suspenzije ali odstranili eritrocite. Tako smo preprečili večslojne nanose in prekrivanje 
celic pri zelo gostocelularnih vzorcih, zagotovili ustrezno celularnost pri redkocelularnih 
vzorcih, odstranili eritrocite in zagotovili enakomerno, enoslojno razporeditev zadostnega števila 
diagnostičnih celic na citospinih, pripravljenih iz različnih vzorcev.  
Izgubo celic in negativno delovanje kompleksnih centrifugalnih in hidravličnih sil na celice smo 
v veliki meri preprečili z uporabo uravnoteženih parametrov centrifugiranja, ki smo jih določili 
empirično s pomočjo podatkov iz literature (106). Dodatno zaščito celic pred delovanjem 
centrifugalnih in hidravličnih sil med centrifugiranjem je zagotavljal goveji serumski albumin v 
našem celičnem mediju, ki je poleg tega omogočal tudi dobro adhezivnost celic na objektno 
steklo in tako preprečil njihovo izgubo.  
V mednarodni študiji ICK-določanja ER na citoloških vzorcih so ugotovili, da je priprava 
citospinov iz celic, suspendiranih v celičnem mediju, kot smo ga uporabili v naših študijah, 
enako učinkovit, vendar bistveno cenejši način za pripravo zadostnega števila, visokokvalitetnih 
dodatnih preparatov za ICK, kot to trdijo za avtomatiziran način priprave preparatov iz fiksiranih 
celičnih suspenzij (LBC) (97). 
S celičnim medijem na osnovi izotoničnega pufra in dodatkom BSA lahko takoj po pripravi 
diagnostičnih razmazov speremo iglo in brizgo in tako zberemo vse odvzete celice, kar je še 
posebej pomembno za aspiracijske biopsije, ki se izvajajo pod kontrolo ene izmed slikovnih 
metod. Ker medij ne vsebuje fiksativa, ne pride do sprijemanja celic, kot so ga opazili pri 
uporabi 10-% formalina in fiksativa Saccomano (116). 
 
6.2 Fiksacija citoloških preparatov za ICK in pogoji ICK-reakcij 
  
Fiksacija je osnovni in najpomembnejši korak v pripravi histoloških in citoloških vzorcev za 
mikroskopski pregled in IHK- oziroma ICK-določanje različnih molekul, ki odločilno vpliva na 
rezultate reakcij (6, 59, 99, 134). Znano je, da vsaka fiksacija na svoj način spremeni 
konformacijo molekul in tako vpliva na njihovo imunoreaktivnost v končnem preparatu. 
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V histologiji se za mikroskopski pregled in IHK-dokazovanje različnih molekul uporablja 
uveljavljena in poenotena priprava vzorcev – fiksacija v formalinu in vklapljanje v parafin. 
Vplivi take priprave histoloških vzorcev na IHK-dokazovanje različnih molekul so dobro 
proučeni in opisani (6, 54, 55, 58, 59, 63, 65, 168). Poleg tega se znani negativni vplivi formalina 
na imunorektivnost molekul upoštevajo pri izdelavi monoklonskih protiteles in razvijanju 
postopkov za razkrivanje antigenov, kar zagotavlja zanesljive rezultate IHK-reakcij.  
Osnovna priprava citoloških vzorcev za mikroskopski pregled je bistveno drugačna od priprave 
histoloških vzorcev. Majhne količine citoloških vzorcev je treba takoj po odvzemu razmazati na 
objektna stekla in fiksirati glede na želeno barvanje. Sušenje na zraku se uporablja za razmaze, 
barvane z eno od tehnik Romanowsky, fiksacija z alkoholnimi fiksativi pa za preparate, barvane 
po Papanicolaou. Na tak način dobro ohranjena morfologija celic omogoča osnovno 
citomorfološko oceno. Količina citoloških vzorcev ob odvzemu je običajno neznana in zelo 
majhna, tako da odvzeti vzorec včasih komaj zadošča za pripravo diagnostičnih razmazov. 
Potreba po dodatnem ICK-opredeljevanju spremembe se pojavi šele po mikroskopskem pregledu 
že obarvanih preparatov, ko vzorca za pripravo dodatnih preparatov ni več. Zato je razumljiva 
želja in potreba citopatologov, da bi za ICK-določanje specifičnih antigenov uporabili že 
obarvane razmaze.  
Uporabnost in zanesljivost ICK-reakcij na razmazih, predhodno barvanih po metodi 
Papanicolaou ali Romanowsky (MGG, Giemsa, Diff-Quick), je zaradi majhnega števila študij, 
opravljenih na majhnem številu vzorcev, vprašljiva. Poleg tega en sam razmaz običajno ni dovolj 
za zadovoljivo ICK-opredelitev procesa, saj je praviloma treba dokazati prisotnost oziroma 
odsotnost vsaj 2 označevalcev (81). V literaturi so sicer opisani postopki, kako že obarvan 
razmaz razdeliti na manjše dele in tako zagotoviti dovolj preparatov za ICK-določanje vseh 
potrebnih označevalcev (165, 166, 169-171), vendar so ti postopki zamudni, predvsem pa niso 
praktični za vsakodnevno delo in niso primerni za vse vzorce. 
Zato se za ICK-določanje različnih molekul v citoloških vzorcih večinoma uporabljajo preparati, 
dodatno pripravljeni na različne načine po osnovni mikroskopski oceni diagnostičnih razmazov. 
Poleg različnih načinov priprave dodatnih preparatov za ICK se za njihovo fiksacijo uporabljajo 
najrazličnejši fiksativi ali njihove kombinacije in za zdaj ni enotnega mnenja o njihovem vplivu 
na imunoreaktivnost molekul. 
Zaradi nekonsistentnih in celo nasprotujočih podatkov in mnenj o vplivih različnih fiksativov na 
imunoreaktivnost posameznih molekul smo se odločili, da bomo sami proučili in analizirali vpliv 
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različnih fiksativov in postopkov fiksacije na imunoreaktivnost molekul, ki jih določamo na 
citoloških vzorcih. Pri izbiri fiksativov in postopkov fiksacije smo sledili splošno uveljavljenemu 
in preprostemu priporočilu, da naj fiksativ za ICK na citoloških vzorcih optimalno ohrani 
imunoreaktivnost antigenov in morfologijo celic in je poleg tega primeren za vsakodnevno rabo 
v diagnostičnem laboratoriju (99). V svojih testiranjih smo zato že na začetku izključili formalin 
in glutaraldehid, saj njuna uporaba v citologiji ni običajna in kar je še pomembneje, slabo 
ohranita morfologijo celic. Prav tako v svoja testiranja nismo vključili večstopenjskih postopkov 
fiksacije, ker njihova uporaba za vsakodnevno delo ni praktična in je lahko dodaten vir 
variabilnosti. 
Tako smo v eni izmed predhodnih in hkrati prvi študiji, primerjali vpliv 96-% etanola, 100-% 
metanola in acetona v kombinaciji s sušenjem pred in po fiksaciji na citospinih, pripravljenih iz 
citoloških vzorcev, odvzetih iz svežih operativno odstranjenih tonzil. Ugotovili smo, da fiksacija 
v metanolu brez sušenja pred ali po fiksaciji najbolje ohrani morfologijo celic in občutljive 
membranske limfocitne CD-antigene (150). Morfologija celic je bila najslabše ohranjena po 
fiksaciji v acetonu, zato ga v naslednjih testiranjih nismo več uporabili. 
V naslednji študiji smo na citospinih, pripravljenih iz humane celične linije raka dojke (MCF-7), 
proučevali vpliv različnih fiksativov in postopkov fiksacije na ICK-določanje jedrnega 
proliferativnega antigena Ki67. Takrat smo poleg enostavne, že preizkušene, fiksacije v 
metanolu v študijo vključili še običajen in uveljavljen postopek fiksacije v fiksativu Delaunay v 
kombinaciji z barvanjem po Papanicolaou ali brez njega in prav tako običajno, uveljavljeno in 
enostavno fiksacijo s komercialnim fiksativom v razpršilu (Cell-Fixx™). Tudi v tej študiji smo 
ugotovili, da fiksacija v metanolu dobro ohrani imunoreaktivnost občutljivega jedrnega 
proliferativnega antigena Ki67 in morfologijo celic. Pomembna je bila tudi ugotovitev, da lahko 
Ki67 antigen ICK določamo celo na citospinih, obarvanih po Papanicolaou, ki so bili fiksirani v 
fiksativu Delaunay, vendar je za dosego ustreznih rezultatov potrebna predobdelava z 
mikrovalovi. Razlike v času fiksacije v fiksativu Delaunay, ki so običajne pri vsakodnevnem 
delu, niso vplivale na rezultat ICK-reakcij (149).  
6.2.1 Fiksacija citoloških preparatov in pogoji ICK-določanja estrogenskih receptorjev  
 
Podatki o vplivu različnih fiksativov, postopkov fiksacije in drugih predanalitskih in analitskih 
dejavnikov na ICK-določanje ER so omejeni in celo nasprotujoči. Poleg tega je Marinšek s 
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sodelavci ugotovila veliko variabilnost v predanalitičnih in analitičnih pogojih in rezultatih ICK-
določanja ER med različnimi laboratoriji (97). 
Poleg uveljavljenega in prvega opisanega postopka fiksacije citoloških preparatov za ICK-
določanje ER (ER-ICA, Abbot) (172), ki zahteva večstopenjsko fiksacijo preparatov v 
formalinu, metanolu in acetonu pri -20 
°
C, poročajo še o uporabi periodatparaformaldehida, 
zaporedju formalina in acetona na -10 
°
C,  95-% etanola in 10-% formalina (143). Vsi ti fiksativi 
in postopki fiksacije niso najbolj primerni za vsakodnevno delo v citoloških laboratorijih, poleg 
tega zahtevajo pripravo dodatnih preparatov, na katerih ni mogoče oceniti prisotnosti 
diagnostičnih celic pred samim ICK-postopkom. Zato ni čudno, da so v različnih študijah 
testirali tudi uporabnost razmazov za ICK-določanje ER, fiksiranih na različne načine in 
obarvanih po Papanicolaou, še posebej zato, ker omogočajo oceno ustreznosti vzorca pred ICK-
postopkom in retrospektivne študije. 
Glede na uporabo zelo različnih načinov priprave preparatov, različnih postopkov fiksacij in 
predvsem glede na različne rezultate skladnosti rezultatov ICK- in IHK-določanja ER (143, 173) 
smo se v okviru te študije odločili za obsežno in zelo natančno analizo vpliva naših že 
preizkušenih načinov priprave preparatov, postopkov fiksacije  in drugih predanalitičnih in 
analitičnih dejavnikov na rezultate ICK-določanja ER na citoloških vzorcih. 
Za opredelitev optimalne fiksacije, pogojev ICK-postopka in variabilnosti rezultatov ICK-reakcij 
smo uporabili citospine, pripravljene iz humane celične linije raka dojke (MCF-7). Na ta način 
smo zagotovili identično celično populacijo z znanim heterogenim izražanjem ER v 60 do 80 % 
celic (155, 174, 175) na vseh preparatih in tako objektivno analizirali vplive predanalitskih in 
analitskih dejavnikov na končni rezultat. 
V skladu z rezultati predhodnih študij smo tudi tokrat ugotovili, da fiksacija v metanolu dobro 
ohrani imunoreaktivnosti ER in morfologijo celic (176). Pomembna je tudi ugotovitev, da 
variacije v pogojih ICK-reakcije (predobdelava z mikrovalovi, redčitev primarnega protitelesa) 
niso pomembno vplivale na delež ER pozitivnih celic ali celično morfologijo, kar kaže na 
robustnost postopka in njegovo neobčutljivost na odstopanja, ki se lahko pojavljajo pri 
vsakodnevnem delu. 
Brez predobdelave z mikrovalovi smo na citospinih, pripravljenih iz celične linije MCF-7, 
fiksiranih v metanolu, ugotovili najvišji delež ER pozitivnih celic (75 % ± 7), medtem ko smo na 
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enako pripravljenih preparatih po predobdelavi z mikrovalovi ugotovili nekoliko nižji  delež ER 
pozitivnih celic z nižjo variabilnostjo rezultatov (72 % ± 5) (176).  
Ta naša ugotovitev je sicer v nasprotju z mnenjem Marinšek (97), ki na podlagi podatkov o ICK-
postopkih, pridobljenih z anketo iz različnih laboratorijev, ugotavlja, da je postopek razkrivanja 
antigenov z mikrovalovi odločilnega pomena za zanesljivo imunoreaktivnost ER tudi na 
citoloških preparatih. Vendar menimo, da na podlagi minimalnih razlik, ki smo jih ugotovili v 
naši študiji, opravljeni na enako pripravljenih preparatih, barvanih pod enakimi pogoji, lahko 
dovolj zanesljivo zaključimo, da predobdelava  z mikrovalovi za preparate, fiksirane v metanolu, 
ni potrebna. 
Ta ugotovitev je pomembna, saj predobdelava preparatov z mikrovalovi zahteva posebno 
dodatno opremo, podaljša sam ICK-postopek, predvsem pa predstavlja dodaten vir variabilnosti. 
Poleg fiksacije v metanolu nas je, tako kot v naših predhodnih študijah, zanimalo, kako barvanje 
po Papanicolaou, vpliva na rezultate ICK-določanja ER. Tako  pripravljeni preparati so namreč 
včasih v praksi edina možnost za ICK-določanje ER. 
Za fiksacijo citospinov, pripravljenih iz humane celične linije raka dojke (MCF-7), smo pred 
barvanjem po Papanicolaou uporabili tri običajne citološke fiksative – fiksativ Delaunay, ki se 
uporablja v naših citoloških laboratorijih, 96-% etanol, ki je splošno uveljavljen citološki 
fiksativ, in komercialni razpršilni fiksativ, ki je praktičen nadomestek imerzijske fiksacije. Za 
simulacijo variabilnosti fiksacije pri vsakodnevnem delu smo testirali vpliv kratke (1 uro) in 
dolge (12 ur) fiksacije v obeh imerzijskih fiksativih (Delaunay, 96-% etanol). 
V skladu s poročanjem drugih (143, 173, 177) smo tudi mi ugotovili, da je za ustrezne in 
zadovoljive ICK-reakcije na preparatih, barvanih po Papanicolaou, nujna predobdelava z 
mikrovalovi (176).   
Predobdelava z mikrovalovi je sicer uveljavljen način razkrivanja antigenov, ki omogoča 
prepoznavo antigenov in ustrezne IHK-reakcije na standardno pripravljenih FFVP histoloških 
vzorcih (6, 12, 69). Predvidevajo, da se pri tem zaradi mikrovalov in/ali visoke temperature 
razgradijo oziroma razpadejo vezi med aminokislinskimi ostanki, ki so posledica fiksacije s 
formalinom in preprečujejo dostop in prepoznavo epitopov s protitelesi. 
Dejstvo, da je predobdelava z mikrovalovi potrebna tudi za ustrezno imunoreaktivnost ER na 
citoloških preparatih, obarvanih po Papanicolaou, fiksiranih v koagulantnih fiksativih, najbolje 
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razloži hipoteza Kakimota (178), ki pravi, da mikrovalovi delujejo tudi tako, da spremenijo 
naravne sterične ovire v okolici antigena in tako izboljšajo prepoznavnost epitopa s protitelesi.  
Kljub predobdelavi z mikrovalovi in točno določenim pogojem ICK-reakcije, pa je bil delež ER 
pozitivnih celic na citospinih, obarvanih po Papanicolaou, pripravljenih iz celične linije MCF-7, 
nižji kot na enako pripravljenih citospinih, fiksiranih v metanolu (63 % in 75 %).   
Poleg tega smo ugotovili, da fiksacija preparatov pred barvanjem po Papanicolaou vpliva na 
imunoreaktivnost ER. Medtem ko je fiksacija v fiksativu Delaunay in 96-% etanolu dala 
primerljive in ustrezne rezultate ne glede na trajanje fiksacije, so bile ICK-reakcije na preparatih, 
predhodno fiksiranih s komercialnim razpršilnim fiksativom, neustrezne. 
Pri testiranju in uvajanju avtomatiziranega postopka ICK-barvanja smo tako kot Nichols s 
sodelavci ugotovili, da monoklonsko protitelo 1D5 ni primerno za uporabo v imunobarvalcih, ki 
jih uporabljamo (179). Zato smo določili tudi pogoje za avtomatiziran postopek ICK-reakcije z 
monoklonskim protitelesom 6F11. V skladu s študijami, opravljenimi na histoloških vzorcih 
(180, 181), tudi v naši primerjalni študiji, opravljeni na vzorcih aspiracijskih biopsij, odvzetih iz 
svežih histoloških vzorcev, nismo ugotovili razlik v rezultatih, dobljenih z monoklonskim 
protitelesom 1D5, kjer smo uporabili  ročni ICK-postopek  in monoklonskim protitelesom 6F11, 
kjer smo uporabili avtomatiziran ICK-postopek.  
 
6.2.2 Fiksacija citoloških preparatov in pogoji ICK-določanja drugih diagnostičnih 
dejavnikov 
  
Citološki preparati, barvani po Papanicolaou, so včasih sicer edina možnost za naknadno ICK-
dokazovanje antigenov, vendar smo že v predhodnih testiranjih ugotovili, da je njihova 
uporabnost omejena, saj se na ta način ohranijo le odporni citoplazmatski antigeni. Zaradi 
omejene razpoložljivosti in količine ustreznih kliničnih vzorcev za testiranje  smo zato v vseh 
nadaljnjih študijah preverjali le, če fiksacija in shranjevanje citospinov v metanolu dobro ohrani 
vse antigene, ki jih kot diagnostične ali napovedne dejavnike ICK-dokazujemo na citoloških 
vzorcih.  
Čeprav se metanol pojavlja kot eden izmed fiksativov v večstopenjskih postopkih fiksacije (143) 
ali kot ena izmed sestavin komercialnih medijev za LBC-tehnologijo priprave citoloških vzorcev 
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(CytoRich
®
, CytoLyt
®
, PreservCyt
®
) in je znano, da dobro ohrani morfologijo celic (148), se je 
do sedaj kot samostojen fiksativ za citološke preparate uporabljal le v redkih študijah (109, 151). 
Naša ugotovitev, da preprost postopek fiksacije in shranjevanje citospinov v metanolu dobro 
ohrani morfologijo celic in imunoreaktivnost vseh testiranih antigenov, pravzaprav ne preseneča, 
saj je metanol (CH3OH) najpreprostejši alkohol in najmilejši denaturant proteinov. Pri tem 
preprostem postopku fiksacije je pomembno le, da v nobeni fazi priprave ne pride do sušenja 
preparatov.  
Shranjevanje citospinov v metanolu pri 4 °C je dovolj praktično in uporabno za vsakodnevno 
delo, vendar je manj primerno oziroma neprimerno za dolgotrajno shranjevanje in pošiljanje 
kontrolnih preparatov. Za enostavno shranjevanje fiksiranih citoloških preparatov na sobni 
temperaturi in njihovo pošiljanje po pošti je Maxwell uporabil polietilen glikol, ki je  nevtralen 
polimer in se uporablja kot dodatek različnim medijem za shranjevanje celic (182) oziroma 
organov (183) in celo za vklapljanje tkiv namesto parafina (184). Ugotovil je, da se na tako 
zaščitenih preparatih, shranjenih na sobni temperaturi, imunoreaktivnost citokeratina in 
membranskega antigena CD45 ohrani 6 do 8 tednov (151). Glede na to, da je treba ustrezno 
pripravljene kontrolne preparate uporabljati za vse antigene, ki se ICK-določajo na diagnostičnih 
vzorcih, smo želeli ugotoviti, koliko časa se pravzaprav ohrani imunoreaktivnost za posamezen 
antigen. 
Kljub omejenemu številu razpoložljivih citospinov smo imunoreaktivnost za večino testiranih 
antigenov (22/29, 76 %) uspeli spremljati več kot 12 mesecev. V času spremljanja za nobenega 
od testiranih antigenov nismo opazili zmanjšane imunoreaktivnosti. Za posamezne antigene 
(HMB45, WT-1, CD45) smo sicer uspeli potrditi nespremenjeno IR na posameznih vzorcih celo 
po 80 oziroma 85 mesecih shranjevanja na sobni temperaturi (preglednica 11). Za nekatere 
antigene (p63, Ki67) pa smo zaradi omejenega števila citospinov, zaščitenih s PEG, 
imunoreaktivnost lahko spremljali le 4 oziroma 5 mesecev (preglednica 11). 
Primerjava prilagojenih ICK-postopkov in IHK-postopkov za FFVP-vzorce, ki smo jih uporabili, 
jasno pokaže, da je treba za doseganje optimalnih rezultatov prilagoditi osnovne parametre IHK-
postopkov, validiranih za FFVP-vzorce. Razlika je že v pripravi preparatov, saj je rezine, 
pripravljene iz FFVP-vzorcev treba najprej deparafinirati in ustrezno hidrirati, medtem ko je za 
citološke preparate obvezna blokada endogene peroksidaze. Za večino IHK-testov (97 %) je 
potrebno razkrivanje antigenov s temperaturo ali encimi, medtem ko je razkrivanje antigena 
potrebno le za ICK-določanje antigena p16 na citoloških preparatih. V dobri polovici primerov 
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(69 %) je bila optimalna redčitev primarnega protitelesa za ICK višja kot za IHK-reakcije. 
Bistvene razlike so tudi v uporabljenih detekcijskih kitih, saj je bil za IHK-reakcije v večini 
primerov (82 %) uporabljen detekcijski kit ultraView, za ICK-reakcije pa detekcijski kit iView 
(87 %) (preglednica 10). 
 
6.3 Priprava krvavih vzorcev 
 
Citološki vzorci, ki vsebujejo veliko krvi, v citologiji predstavljajo poseben izziv. 
Citomorfološka ocena in še posebej interpretacija ICK-reakcij je namreč zelo zahtevna ali celo 
neuspešna, če so preparati iz  krvavih vzorcev pripravljeni na neustrezen način. Eritrociti lahko 
delno ali v celoti prekrivajo diagnostično pomembne celice ali jih odrivajo in celo vplivajo na  
njihovo morfologijo in tako otežujejo ali celo preprečujejo mikroskopsko oceno in interpretacijo 
(185, 186). V literaturi objavljeni postopki temeljijo na razgradnji eritrocitov z uporabo različnih 
reagentov pred ali po pripravi preparatov (152, 185, 187-189). Vplivi različnih reagentov za 
razgradnjo eritrocitov na imunoreaktivnost molekul niso znani, poleg tega so ti postopki zamudni 
in ne dajo vedno dobrih rezultatov. Testiranje vplivov reagentov na imunoreaktivnost različnih 
molekul, ki jih določamo na citoloških vzorcih, bi bilo zelo kompleksno, zahtevno in 
dolgotrajno. Namesto tega smo po zgledu forenzične medicine (190) razvili hiter, enostaven in 
učinkovit postopek ločevanja eritrocitov od diagnostično pomembnih celic na podlagi velikosti. 
Pri tem smo uporabili le enostaven komercialno izdelan zamašek z vgrajeno najlonsko mrežo z 
velikostjo por 20 µm (CellTrics
®
) in običajno epruveto. Večina epitelijskih in tumorskih celic, ki 
so večje od 20 µm so po filtraciji ostale na filtru in smo jih resuspendirali v svežem celičnem 
mediju. Preparati, pripravljeni iz tako pripravljenih prefiltriranih celičnih suspenzij, so vsebovali 
dobro ohranjene diagnostično pomembne celice skoraj brez eritrocitov, zato je bila interpretacija 
ICK-reakcij enostavna. Glede na enostavno fizično ločevanje celic ni pričakovati vplivov na 
imunoreaktivnost molekul, kar so potrdili rezultati naše študije (153). 
 
6.4 Zanesljivost ICK-določanja ER na citoloških vzorcih 
 
Določanje ER na histoloških vzorcih operativno odstranjenih tumorjev je standardna in 
uveljavljena IHK-metoda. Za zagotavljanje zanesljivih rezultatov na standardno pripravljenih 
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FFVP histoloških vzorcih so napisana zelo natančna in obsežna priporočila, saj je znano, da 
predanalitični in analitični dejavniki lahko pomembno vplivajo na rezultat (39, 41, 42). 
Kljub znani variabilnosti predanalitskih, analitskih dejavnikov in rezultatov ICK-določanja ER 
na citoloških vzorcih pa navodil oziroma priporočil za zanesljivo ICK-določanje ER na 
predoperativnih citoloških vzorcih ni (97). Pričakovano so med študijami tudi velike razlike v 
zanesljivosti rezultatov, ki jo merimo tako, da ugotavljamo skladnost rezultatov ICK-določanja 
ER z rezultati IHK-določanja na odgovarjajočih histoloških vzorcih. Najnižjo skladnost (72 %) 
so tako ugotovili  v nedavno objavljeni študiji, kjer so za ICK-določanje ER uporabili na zraku 
sušene in naknadno fiksirane razmaze (191), najvišjo skladnost (99 %) pa v študiji, kjer so 
uporabili LBC-preparate (192). 
Zaradi velikih razlik v pripravi in fiksaciji preparatov med laboratoriji in slabo proučenimi 
vplivi, ki jih le-ti lahko imajo na rezultate ICK-reakcij, mora pravzaprav vsak laboratorij potrditi 
zanesljivost ICK-določanja ER v svojih pogojih, kar je tudi v skladu z najnovejšimi 
ugotovitvami (95, 96, 98) in priporočili (42).  
Učinkovitost našega postopka priprave in fiksacije preparatov in optimalne pogoje za ICK- 
določanje ER, smo že potrdili na preparatih, pripravljenih iz celične linije MCF-7. Na preparatih, 
pripravljenih iz aspiracijskih biopsij operativno odstranjenih tumorjev raka dojke, pa smo 
potrdili, da je  ICK-določanje ER na citospinih, fiksiranih v metanolu tudi popolnoma (100 %) 
skladno z rezultati IHK-določanja ER na odgovarjajočih histoloških vzorcih.  
Skoraj tako dobro skladnost rezultatov (98 do 99 %) so ugotovili le še v študijah, kjer so 
uporabili LBC-preparate (192, 193), medtem ko v študijah, opravljenih na celičnih blokih 
poročajo o 82 do 96 % skladnosti (194-197). 
Tako kot v prejšnjih študijah smo zanesljivost ICK-določanja ER ugotavljali tudi na preparatih, 
obarvanih po Papanicolaou, saj so tako pripravljeni preparati včasih edina možnost za dodatne 
ICK-reakcije, poleg tega omogočajo retrospektivne študije. 
Ugotovili smo, da je ICK-določanje ER na citospinih oziroma razmazih, obarvanih po 
Papanicolaou, manj zanesljivo kot na preparatih, fiksiranih v metanolu, saj  je bila skladnost z 
rezultati IHK-določanja na odgovarjajočih histoloških vzorcih 94 % oziroma 92 %, kar je v 
skladu z ugotovitvami drugih (173, 177, 198) in tudi v skladu s priporočili (42). Menimo, da je 
uporabnost preparatov, obarvanih po Papanicolaou, za ICK-določanje ER omejena, saj tvegamo 
predvsem lažno negativne rezultate, kot so pokazale tudi druge študije (173). 
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6.5 Zanesljivost ICK-določanja diagnostičnih in napovednih dejavnikov 
 
Zaradi novih diagnostičnih postopkov, zahtevnih odvzemov citoloških vzorcev pod kontrolo 
različnih slikovnih tehnik (ultrazvok, magnetna resonanca, endoskopski ultrazvok) in določanja 
dejavnikov, ki napovedujejo izid bolezni ali odgovor na terapijo, se pojavljajo vse večje zahteve 
po zagotavljanju zanesljivih rezultatov ICK na citoloških vzorcih (154). 
Znano je, da je osnovni problem pri izvajanju ustreznih ukrepov zagotavljanja in kontrole 
kvalitete ICK na citoloških vzorcih, priprava ustreznih pozitivnih in negativnih kontrol za vsa 
potrebna testiranja in validacijo rezultatov (95, 154, 199).  
Ta posebnost je upoštevana v najnovejših priporočilih za validacijo IHK-testov, kjer so zahteve 
za validacijo ICK na citoloških vzorcih napisane bistveno bolj ohlapno kot za FFVP-vzorce. Pri 
tem je pomembno, da laboratorij zagotovi konsistentne in zanesljive rezultate, ki so v vsaj 90 % 
skladni z rezultati IHK, pri tem pa število pozitivnih in negativnih vzorcev za validacijo 
posameznega testa ni opredeljeno (157). 
V primerjavi naših rezultatov ICK na diagnostičnih citoloških vzorcih in IHK na odgovarjajočih 
histoloških vzorcih smo najprej ugotovili 92-% skladnost. V vseh neskladnih primerih (11/146, 
8 %) je šlo za lažno negativne ICK-reakcije na citoloških vzorcih, kar poročajo tudi v večini 
drugih študij (95, 96, 200).  
Podobno kot Tafjord v svoji študiji skladnosti ICK- in IHK-določanja ER (200) smo pri 
ponovnem pregledu vseh naših neskladnih primerov ugotovili, da je v 5 primerih šlo za napačno 
interpretacijo ICK-reakcije (5/11, 45 %) in v enem primeru za napačno interpretacijo IHK-
reakcije (1/11, 9 %). V ostalih primerih (5/11, 45 %) so lažno negativne reakcije na citoloških 
vzorcih zelo verjetno posledica razlik v vzorčenju, saj so bile vse IHK-reakcije šibko pozitivne le 
na omejenih področjih. Pomembno je, da pojavljanje lažno negativnih reakcij ni bilo omejeno na 
posamezen označevalec ali vzorec, kar dodatno potrjujejo domnevo, da so ugotovljene razlike 
posledica vzorčenja. Po ponovnem pregledu in reviziji rezultatov je bila skladnost ICK- in IHK-
reakcij na naših vzorcih 97 %.  
V skupini vzorcev, kjer smo citospine pripravili iz krtačenj svežih biopsij možganskih tumorjev, 
smo posebej analizirali skladnost kvalitativnih ocen za oba testirana citoplazmatska antigena – 
CK 7 in CK 20, ter skladnost semikvantitativnih ocen deležev pozitivnih celic za oba jedrna 
antigena – Ki67 in p53.  
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Tako kot v skupini diagnostičnih vzorcev je tudi na citospinih, pripravljenih iz krtačenj svežih 
biopsij možganskih tumorjev, v vseh primerih neskladij med ICK-reakcijami za CK 7 in CK 20 
in odgovarjajočimi IHK-reakcijami (8 in po reviziji 5) šlo za šibko in/ali fokalno izraženje 
antigena. 
Kljub temu, da je bila prvotno ugotovljena skladnost in skladnost ICK- in IHK-reakcij po 
ponovnem pregledu v tej skupini vzorcev nekoliko nižja kot v skupini diagnostičnih vzorcev 
(91 %, 94 % in 92 %, 97 %), je rezultat primerljiv z drugimi (95, 96), prav tako ustreza 
zahtevam, opredeljenim v najnovejših priporočilih za validacijo IHK-testov (39, 42). 
Nasprotno pa smo na citospinih, pripravljenih iz krtačenj svežih biopsij možganskih tumorjev, 
ugotovili zelo slabo ujemanje med semikvantitativnimi ocenami deleža IHK in ICK pozitivnih 
celic za Ki67 in p53 (53 % in 56 %). Ta nepričakovani rezultat je v nasprotju z rezultati ene 
naših predhodnih študij, kjer smo na citospinih, pripravljenih iz celične linije MCF-7, fiksiranih 
in shranjenih v metanolu, ugotovili odlično skladnost ICK-določenega deleža Ki67 pozitivnih 
celic z deležem celic v S-fazi, ki smo ga določili s pretočnim citometrom (149). Domnevamo, da 
je vzrok za ugotovljeno slabo ujemanje med ICK- in IHK-rezultati v shranjevanju citospinov, 
zaščitenih s PEG, na sobni temperaturi, oziroma v večji občutljivosti obeh jedrnih antigenov. 
Oba jedrna antigena smo namreč ICK-dokazovali na citospinih, pripravljenih iz krtačenj svežih 
biopsij možganskih tumorjev, ki smo jih po fiksaciji v metanolu zaščitili s 5-% raztopino PEG. 
Pri tem je bil čas shranjevanja teh citospinov na sobni temperaturi daljši kot čas spremljanja IR 
za Ki67 na citospinih, zaščitenih s PEG, ki smo jih pripravili iz diagnostičnih vzorcev (?̅? = 12 
oziroma ?̅? = 4), medtem ko IR za p53 nismo spremljali. 
O drastičnem zmanjšanju IR Ki67 antigena poroča tudi  Konno, ki je citološke vzorce shranjeval 
v  komercialnem mediju CytoLyt
®
 (201). Prav tako so hitrejše upadanje IR antigena Ki67 v 
primerjavi z drugimi antigeni (ER, Her2) opazili v FFVP-vzorcih (202), kar kaže, da je ta 
antigen posebej občutljiv ne glede na način shranjevanja.  
Te ugotovitve so odličen pokazatelj, kako pomemben vpliv lahko imajo vsi predanalitski 
postopki, ki se uporabljajo pri pripravi citoloških vzorcev za ICK, in da jih je treba opredeliti za 
vsak antigen posebej. 
Vsekakor so rezultati te študije povod za nadaljevanje spremljanja IR antigenov na citospinih, 
zaščitenih s PEG, saj je za vsakodnevno zagotavljanje zanesljivih ICK-rezultatov in razvijanje 
metode pomembno vedeti, koliko časa se ohrani IR na tako shranjenih citoloških preparatih.  
88 
 
7 SKLEPI 
 
1. Priprava citospinov iz citoloških vzorcev suspendiranih v celičnem mediju je enostaven 
in učinkovit postopek priprave citoloških vzorcev za ICK, ki omogoča pripravo 
enoslojnih citoloških preparatov tudi iz redkocelularnih in krvavih citoloških vzorcev. 
Kratkotrajno shranjevanje vzorcev v celičnem mediju omogoča enostavno in učinkovito 
triažo vzorcev za ICK. 
2. Fiksacija in shranjevanje citoloških preparatov v metanolu ustrezno ohrani 
imunoreaktivnost vseh do sedaj testiranih antigenov in  morfologijo celic. 
3. Ob ustreznih prilagoditvah IHK-postopkov, primernih za FFVP-vzorce, je ICK-določanje 
diagnostičnih in napovednih dejavnikov na preparatih, pripravljenih po našem postopku 
iz različnih citoloških vzorcev, zanesljivo in v skladu z najnovejšimi  priporočili o 
validaciji IHK- in ICK-postopkov. 
4. Zaščita fiksiranih citospinov s PEG omogoča njihovo enostavno shranjevanje na sobni 
temperaturi. Za večino antigenov se IR na citospinih, zaščitenih s PEG in shranjenih na 
sobni temperaturi, ohrani vsaj 12 mesecev, vendar je ohranjenost IR treba določiti za 
vsak antigen posebej. 
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